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Forkortelser 
AP-CI  atmosfærisk trykk kjemisk ionisasjon 
AP-ESI atmosfærisk trykk elektrospray-ionisasjon 
BEACOPP bleomycin, etoposid, doxorubicin, cyklofosfamid, vinkristin, procarbazin, 
prednison 
BHB  blod-hjernebarrieren 
BOP  bleomycin, vinkristin, prednison 
C  cyklofosfamid  
CHOEP cyklofosfamid, doxorubicin, vinkristin, etoposid, prednison 
CHOP  cyklofosfamid, doxorubicin, vinkristin, prednison 
CL  clearance 
CNS  sentralnervesystemet 
CSF  cerebrospinalvæsken 
CYP  cytokrom P450 
E  etoposid  
EDTA  etylen diamintetraeddiksyre (ethylene diaminetetraacetic acid) 
G-CSF  granulocyttstimulerende faktor 
H  doxorubicin  
HEPES 4-(2-hydroksyetyl)-1-piperazinetansulfonsyre 
HL  Hodgkin lymfom 
HLM  humane levercellemikrosomer 
HPLC  High Performance Liquid Chromatography 
IS  intern standard 
LC-UV Liquid Chromatography-UltraViolet  
LC-MS Liquid Chromatography-Mass Spectrometry 
LDH  laktatdehydrogenase 
LLE  væske-væske-ektraksjon (liquid liquid extraction) 
LM  Lise Madsen-buffer 
LOD  lower limit of detection 
LOQ  lower limit of quantification 
MDK  minste deteksjonskonsentrasjon 
MeOH  metanol 
MKK  minste kvantifikasjonskonsentrasjon 
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mRNA messenger ribonukleinsyre (messenger ribonucleic acid) 
MS  massespektrometri 
m/z  masse/ladningsforhold 
NADH nikotinamid adenindinukleotid 
NADPH nikotinamid adenindinukleotidfosfat 
NHL  non-Hodgkin lymfom 
O  vinkristin  
R-R HF Rikshospitalet-Radiumhospitalet Helseforetak 
SIM  selektert ionomonitorering 
SNPs  poymorfismer i enkeltnukleotider (single nucleotide polymorphisms) 
SPE  fast-fase-ekstraksjon (solid phase extraction) 
P  prednison  
P-gp  P-glykoprotein 
UV  ultrafiolett 
VBL  vinblastin 
Vd  distribusjonsvolum  
VCR  vinkristin 
VNL  vindolin 
WHO  World Health Organization 
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Sammendrag 
Bakgrunn: Vinkristin (VCR) er et kjemoterapeutikum som benyttes i behandling av blant 
annet Hodgkin lymfom (HL) og non-Hodgkin lymfom (NHL). Perifer nevropati er 
dosebegrensende for VCR-terapi, og årsak til at flere pasienter må seponere behandling. VCR 
metaboliseres til den antatte hovedmetabolitten M1 via cytokrom P450 3A (CYP3A), og da 
spesielt av det genetisk polymorfe enzymet CYP3A5. Transportproteinet P-glykoprotein (P-
gp), som blant annet er uttrykt i blod-hjernebarrieren, galle og lever, er også observert å bidra 
til eliminasjon av VCR. Varierende utrykk av CYP3A5 og P-gp er mistenkt å bidra til den 
store intraindividuelle variasjonen som er observert i eliminasjon av VCR. Rikshospitalet-
Radiumhospitalet HF har initiert VINCA-studien for å se på sammenhengen mellom 
plasmakonsentrasjon av VCR og perifer nevropati hos pasienter diagnostisert med HL og 
NHL. Hensikten med denne oppgaven er å utvikle en sensitiv og robust metode for deteksjon 
av VCR og M1 i plasma, som skal benyttes til farmakokinetiske målinger i VINCA-studien. 
  
Metodeutvikling: M1 finnes ikke kommersielt tilgjengelig som renstoff, og måtte produseres 
preparativt. Det ble benyttet mikrosomer fra insektceller ko-transfektert med CYP3A5 og 
cytokrom b5 for å produsere M1 fra VCR. En LC-UV-metode med vinblastin som intern 
standard (IS) ble utviklet for analyse av metabolismeforsøkene og preparativ isolering av M1. 
LC-UV-metoden var ikke sensitiv nok for kvantitative analyser av pasientprøver etter 
administrasjon av VCR i terapeutiske doser. Det ble derfor utviklet en LC-MS-metode med 
utgangspunkt i de kromatografiske betingelsene utviklet på LC-UV. MS-deteksjonen ble 
foretatt med elektrospray-ionisasjon i positiv mode. For å oppnå tilstrekkelig lav 
deteksjonsgrense på LC-MS-analyse ble det testet ut prosedyrer for oppkonsentrering av 
plasmaprøver ved fast fase-ekstraksjon. I denne uttestingen ble ulike fast fase-kolonner 
evaluert (C2, C18, Oasis HLB og Strata-X). 
 
Resultat og diskusjon: Den isolerte mengden av M1 ble kvantifisert til å være 1,05 µg/ml. 
Produktet viste seg å være rent, men utbyttet av metabolitten ble lavere enn forventet. For 
grunnlinjeseparasjon av VCR, IS og M1 ved LC-UV-analyser ble det utviklet en 
mobilfasegradient med maksimal stigning på 0,77 % MeOH/min. I LC-MS-metoden ble  
mobilfasegradienten (maksimalt 10 % MeOH/min) og mobilfasehastigheten (0,15 ml/min) 
optimalisert for å oppnå rask analyse og lavest mulig deteksjonsgrense. VCR forekommer i 
plasmakonsentrasjoner i området 0,1-2,5 ng/ml, som er for lave for deteksjon på den utviklede 
Sammendrag 
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LC-MS-metoden uten oppkonsentrering. I uttestingen av fast fase-prosedyre for 
oppkonsentrering av plasmaprøver viste C18-kolonner best resultat. Plasma ble 
oppkonsentrert med en faktor 6-7 med fast fase-ekstraksjoner på C18-kolonner og 
gjenfinningen var god ved høy konsentrasjon av VCR (80 %). I det lavere 
konsentrasjonsområdet ble imidlertid gjenfinningen svært dårlig. Dette kan skyldes 
signalsuppresjon av plasmakomponenter ved MS-deteksjon. For å unngå problemer med 
signalsuppresjon kan det forsøkes en grundigere vaskeprosess som fjerner flest mulig 
plasmakomponenter i fast fase-opparbeidelsen. I tillegg kan kjemisk ionisasjon (AP-CI) testes 
som deteksjonsprisnipp i MS-analysen for å begrense signalsuppresjon. Endring fra 
elektrospray-ionisasjon til AP-CI kan også være et tiltak for å forbedre sensitiviteten i 
deteksjon av VCR på LC-MS. 
 
Konklusjon: Det ble utviklet en LC-UV-metode som ble benyttet til isolering av M1 fra 
metabolismeforsøk med VCR, men metoden var ikke sensitiv nok for kvantitative analyser av 
VCR og M1 i plasmaprøver. En LC-MS-metode ble videreutviklet for å oppnå bedre 
sensitivitet. Med oppkonsentrering av plasmaprøvene med fast fase-ekstraksjon bør den 
utviklede LC-MS-metoden gi god nok deteksjon, men det er nødvendig med ytterligere 
uttesting før analysemetoden kan valideres og anvendes på prøvene fra VINCA-studien.  
1. Innledning 
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1. Innledning 
1.1 Bakgrunn 
Bakgrunnen for denne oppgaven er en klinisk studie der effekt og bivirkninger av vinkristin 
undersøkes i relasjon til farmakokinetiske variasjoner hos kreftpasienter (VINCA-studien). 
Studien er initiert av Kreftklinikken ved Rikshospitalet-Radiumhospitalet Helseforetak (R-R 
HF). Farmasøytisk institutt er involvert som samarbeidspartner og har påtatt seg å utvikle en 
analysemetode for konsentrasjonsbestemmelse av vinkristin (VCR) og hovedmetabolitten i 
plasma.  
 
1.2 Vinkristin 
VCR er et terpenoidindolalkaloid fra Vinca Rosea (Rosegravmyrt) [1]. Rosegravmyrt er en 
permanent blomstrende, flerårig urt opprinnelig fra Madagaskar (figur 1). Fra denne utvinnes 
vinkaalkaloidene VCR, vinblastin (VBL) og vindolin (VNL). Alkaloidinnholdet i Vinca 
Rosea er svært lite, og det må over 500 kg plante til for å produsere 1 gram VCR [1]. 
Innholdet av katarantin (forløperen til VCR) og VNL er høyere [1]. Fra katarantin og VNL 
syntetiseres VBL, som videre kan omdannes til VCR [1]. 
 
Figur 1. Vinca Rosea, Rosegravmyrt 
 
1.2.1 Fysikalsk-kjemiske egenskaper 
I figur 2 er strukturformelen til VCR skissert sammen med VBL som benyttes som intern 
standard (IS) i analysemetoden (se pkt 1.5.1). Sulfatsaltene av VCR (C46H56N4O10,H2SO4) og 
VBL (C46H58N4O9,H2SO4) er hygroskopiske stoffer med amorfe eller krystallinske 
egenskaper [2]. Sulfatsaltene av VCR og VBL er lett løselig i vann, men lite løselig i alkohol. 
1. Innledning 
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En vandig løsning av VCR-sulfat på 0,1% har en pH på 3,5 til 4,5, mens tilsvarende løsning 
av VBL-sulfat (0,15 %) har en pH på 3,5-5 [2]. VCR- og VBL-løsninger skal oppbevares i 
glassbeholdere som bør pakkes inn i aluminiumsfolie for å hindre fotokjemisk nedbrytning 
[2]. VCR-sulfat har en molekylvekt på 923,0 g/mol, mens VBL-sulfat har en molekylvekt på 
909,1 g/mol [2].  
 
Figur 2. Strukturformler for vinkristin (VCR) og vinblastin (VBL; internstandard i analysemetoden) 
 
VCR og VBL er relativt like i struktur og kjemiske egenskaper. Forskjellen ligger i N-
formylvindolindelen av molekylet hvor VCR har en amidgruppe (figur 3), mens VBL har et 
amin. Aminer er mindre vannløselige enn amider, og følgelig er VBL noe mer lipofil enn 
VCR. 
 
Figur 3. Strukturinndeling av vinkristin 
 
1.2.2 Famakodynamiske egenskaper  
VCR hemmer dannelsen av protofilamenter og mikrotubuli [1]. Dette skjer ved at VCR 
bindes til tubulin i alle faser av cellesyntesen, men det er først i metafasen den terapeutiske 
1. Innledning 
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effekten manifesteres [1, 3, 4]. Blodplater og nervevev har høyt tubulininnhold, og det bidrar 
til å konsentrere VCR i disse cellene [1]. Virkningen er reversibel ved lavere doser og dette 
kan gi en synkronisering av cellesyntesen [1, 3]. Ved høyere konsentrasjoner utøver VCR 
også komplekse virkninger på nukleinsyre- og proteinsyntesen [5]. Effekten av VCR på 
mikrotubuli stimulerer i tillegg andre cellefunksjoner, og dette fører til at også cellenes 
migrasjonsevne, invasivitet og intracellulær transport påvirkes [3].  
 
Resultater av in vitro-studier antyder en selektiv effekt av VCR på lymfocytter hos pasienter 
med kronisk lymfatisk leukemi, mens lymfocytter hos friske personer ikke blir påvirket [4]. 
Dette kan tyde på at VCR har andre effekter i tillegg til å hindre celledeling. Til tross for 
strukturlikhet med VBL, ser disse stoffenes virkningsmekanisme ut til å være forskjellig [5]. 
 
1.2.3 Farmakokinetiske egenskaper  
VCR absorberes dårlig fra gastrointestinaltraktus og administreres derfor intravenøst [4]. Etter 
intravenøs injeksjon tas VCR raskt og effektivt opp i cellene [4]. Etter 15-30 minutter vil over 
90 % av legemidlet være distribuert fra blod over i vev [5]. VCR er sterkt proteinbundet og 
rapporteres konsentrert i blodplatene [4]. Den intracellulære konsentrasjonen kan være opp til 
100 ganger høyere enn den ektracellulære [1, 3].  
 
Eliminasjonskurven av VCR i blod er trifasisk [3, 5]. Initiell og midlere halveringstid oppgis 
til henholdsvis 5 minutter og 2,3 timer [5]. Halveringstid i den terminale eliminasjonsfasen er 
målt til 3-4 døgn [3, 4]. Lang terminal halveringstid og stort distribusjonsvolum gir lang 
vevseksponering [3]. Clearance (CL) av VCR er sterkt varierende. Det er observert 
variasjoner i CL på over en faktor 30 [6]. Samtidig er det observert en gradvis reduksjon av 
CL med alder, og verdiene er rapportert å være 3-6 ganger større hos barn sammenliknet med 
voksne [6]. En studie har beregnet CL av VCR til å være 569 ± 76 ml/min hos voksne, og 
distribusjonsvolumet (Vd) til å være på 890 l hos en person på 70 kg [7]. 
 
Ved intakt blod-hjernebarriere (BHB) er det ikke funnet detekterbare mengder VCR i 
cerebrospinalvæsken (CSF) [8]. Fordelingen over i CSF avhenger imidlertid av flere 
fysiologiske forhold, som legemidlets proteinbinding og lipofilisitet, samt uttrykk av 
transportproteiner som P-glykoprotein (P-gp) i BHB. P-gp er i tillegg uttrykt i lever, nyrer og 
i tarmvegg [9]. En studie har vist at mus som ikke uttrykker P-gp (Mdr1ab-knockout-mus) har 
1. Innledning 
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en halvert CL av VCR sammenliknet med villtype-mus, og at deres benmarg er mindre 
resistent mot VCR [10]. Studien viste også at transportproteiner beskytter CNS mot VCR-
toksisitet [10]. Det er funnet flere polymorfismer i enkeltnukleotider (SNPs) på MDR-1-genet, 
som koder for P-gp hos mennesker, men ingen av disse har foreløpig blitt assosiert til den 
store variasjonen i farmakokinetikken til VCR [11].  
 
Det er observert at cancerceller kan utvikle resistens mot VCR [12]. Den reduserte 
akkumuleringen av legemiddel intracellulært kan ha flere årsaker. En viktig årsak ser ut til å 
være aktiv effluks, som skyldes høyt uttrykk av xenobiotiske transportproteiner i 
cancercellemembraner [3]. P-gp er et viktig transportprotein for cytostatika, inkludert VCR. 
Hemming av P-gp kan derfor bli en viktig strategi i å overkomme cytostatikaresistens i 
tumorceller [13]. Ko-administrering av P-gp-hemmeren verapamil (kardiovaskulært 
legemiddel) er vist å gi økt intracellulær konsentrasjon av VCR ved P-gp-positive tumorer 
[14, 15], men det er foreløpig ikke registrert P-gp-hemmere med indikasjon å forebygge eller 
reversere cytostatikaresistens.   
 
Det skjer en ufullstendig metabolisme av VCR i lever. Om lag 70-80 % skilles ut via galle 
som uforandret legemiddel og metabolitter, mens 5-20 % skilles ut i urin [3-5]. For pasienter 
med redusert gallesekresjon på grunn av leversykdom kan bivirkninger med økt 
alvorlighetsgrad oppstå [5]. Administrering av verapamil reduserer gallesekresjonen av VCR 
[16]. Dette indikerer at gallesekresjon har signifikant bidrag til eliminajson av VCR og at P-
gp bidrar til utskillelse av VCR via galle.  
 
Metabolismen av VCR i lever skjer primært via oksidative fase1-reaksjoner katalysert av 
cytokrom P450-systemet (figur 4) [17]. De viktigste monooksygenasene i VCR-metabolismen 
er CYP3A4 og 3A5 [18]. Metabolisme av VCR gir flere metabolitter (M1-M5), hvorav tre 
strukturbestemt (M1-M3) [18]. Hovedmetabolitten in vitro, M1, er et resultat av en 
ringåpning i dihydroksykatarantin-delen av molekylet og avspalting av maursyre (HCOOH). 
Aktivitet hos de ulike metabolittene og bidrag til VCR-relatert tumorreduksjon er ikke studert. 
Kombinasjoner av VCR med andre legemidler som metaboliseres av CYP3A-familien kan gi 
redusert metabolisme av VCR og dermed økt toksisitet. Der er kjent at det er store 
individuelle forskjeller i uttrykk av CYP3A-enzymer [19]. Disse forskjellene kan være 
betinget av genetikk eller miljø [19], og er potensielt en viktig årsak til individuelle 
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variasjoner i clearance av VCR. CYP3A-mediert metabolisme av VCR er ytterligere 
presentert under punkt 4.4.  
 
 
Figur 4. Reaksjonsveier for metabolisme av vinkristin til metabolitten M2 (A), og metabolittene M1 og M3 
(B) [18] 
 
1.2.4 Klinisk effekt  
VCR er et cytostatikum som benyttes i kombinasjonsbehandling mot ulike typer kreft, blant 
annet lymfatisk leukemi, maligne lymfomer (non-Hodgkin lymfom og Hodgkin lymfom), 
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myelomatose, småcellet anaplastisk lungekarsinom og maligne gliomer [1, 3-5, 20]VCR 
benyttes i blant annet i kombinasjon med a) cyklofosfamid, doxorubucin, etoposid, 
procarbazin, prednison og bleomycin (BEACOPP), b) bleomycin og prednison (BOP), og c) 
cyklofosfamid, doksorubicin og prednison (CHOP) [3]. CHOP-regimet har i kontrollerte 
kliniske studer vist seg like effektiv som andre behandlingsprotokoller og har mindre 
bivirkninger [21-23]. En studie viser at pasienter under 60 år med normal LDH 
(laktatdehydrogenase) har høyere responsrate og bedre overlevelse når etoposid (E) legges til 
behandlingen (CHOEP) [24]. Ved kjemoresistent sykdom inkluderes det kimære CD20 
antistoffet rituximab (MabThera®) i behandlingen. CD20 er et transmembranalt ikke-
glykosylert fosfoprotein lokalisert på lymfocyttoverflaten. Rituximabbehandling rekrutterer 
immunfunksjoner og øker responsraten av CHOP-kjemoterapi ved CD20-positive lymfomer 
[25].   
 
1.2.5 Bivirkninger 
Perifere nevrologiske og nevromuskulære effekter er de mest hyppig forekommende (>1/100) 
bivirkningene av VCR. Denne typen bivirkninger er mer uttalt for VCR enn hos de andre 
vinkaalkaloidene [3-5]. Det kan skyldes lang vevseksponering av VCR [3]. Nevrologiske og 
nevromuskulære effekter kan oppstå etter kort tids behandling, men vanligvis sees de først 
etter 2-3 behandlinger (5-6 mg total dose VCR) [3, 4]. Bivirkningene kan vedvare under hele 
behandlingen, men er hovedsaklig reversible og opphører som regel innen seks uker etter 
seponering [3-5].  
 
Perifer nevropati er den dominerende dosebegrensende bivirkningen av VCR og er årsak til at 
pasienter må seponere behandling [3-5]. Slike bivirkninger kan variere i utrykk, fra nedsatt 
sensibilitet og parestesier til kronisk nevropatisk smerte, uttalt ataksi og pareser [3-5]. Det 
oppgis at glutamat, folat eller pyridoksin kan benyttes ved overdosering av VCR for å 
redusere nevrotoksisitet, men det er ikke vist at disse har noen klar rolle i reduksjon av 
nevrologiske bivirkninger [4, 5, 26]. Forstoppelse, hypo- og hypertensjon og alopecia er andre 
bivirkninger av VCR som opptrer hyppig [4, 5]. 
 
CNS-bivirkninger er sjeldne (<1/1000), da VCR passerer blod-hjernebarrieren i liten grad [4]. 
Effekter på CNS kan imidlertid gi kraftig økt utskillelse av antidiuretisk hormon (vasopressin) 
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og påfølgende hyponatremi, og depresjon, insomnia og slag [4, 8]. Intratekal injeksjon av 
VCR er potensielt dødelig som følge av økt blodflow og hevelser i hjernen [27]. 
 
Nevrotoksisiteten relateres til både kumulativ og individuell dose [28]. Ved individuelle doser 
på maks 2 mg, og med minimum en ukes doseringsintervall reduseres forekomsten av 
bivirkninger og pasienten tåler høyere kumulative doser [4, 5, 29]. Barn tolerer VCR bedre 
enn voksne, mens de eldste er mest utsatt for nevropati. Det er ingen god behandling av 
vinkristinindusert nevropati, annet enn å seponere behandlingen og gi symptomatisk lindring 
[4]. Vinkaalkaloider er sterkt lokalirriterende, og vevsnekrose kan forekomme ved 
ekstravasasjon [3]. 
 
1.3 VINCA-studien 
1.3.1 Hensikten med VINCA-studien 
VINCA-studien er initiert av Rikshospitalet-Radiumhospitalet HF ved Torhild Warnecke, 
overlege dr. med. ved Regionalt kompetansesenter for lindrende behandling, og Ellen Jørum, 
overlege dr. med. ved Nevroklinikken. VINCA-studien har som mål å kartlegge utvikling av 
perifer nevropati ved VCR-basert kjemoterapi hos pasienter med malignt lymfom. Det skal 
undersøkes om det er en sammenheng mellom mengde VCR i plasma og nevrotoksisitet, og 
om metabolitter av VCR eventuelt bidrar til nevropatien. Det er stor variasjon i grad av 
nevropati hos ulike pasienter, selv om doseringen er den samme, og det er derfor samtidig 
ønskelig å undersøke om genetisk polymorfisme av CYP3A5 og P-gp bidrar til noe av denne 
forskjellen. I tillegg til genotyping av CYP3A5, skal fenotyping av CYP3A4 gjøres ved en 
kinin-test. Ved å administrere kinin, som omdannes til 3-hydroksykinin av CYP3A4, får man 
et mål på pasientens CYP3A4-fenotype. 
  
1.3.2 Inklusjonskriterier 
Pasientene er nydiagnostisert med non-Hodgkin eller Hodgkin lymfom, og er i alderen 18-75 
år.  Allmenntilstanden tilfredstiller punktene 0-3 på WHOs skala for livskvalitet. Pasientene 
kan være mobile og selvhjulpne, men ute av stand til fysisk arbeid (WHOs punkt 3), i stand til 
å utføre lettere arbeid (2), eller helt upåvirket av sykdommen (1). Pasienter som er 
sengeliggende eller stillesittende mer enn 50 % av dagen (4), eller ute av stand til å stelle seg 
selv (5), ekskluderes fra studien [30, 31].  
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1.3.3 Diagnose 
Lymfomer er ondartede tumorer med opphav i lymfatisk vev, og deles inn i to undergrupper: 
Hodgkin lymfom (HL) og non-Hodgkin lymfom (NHL) [30-32]. Mens HL normal er 
lokalisert til lymfeknuter og milt, har over 50 % av NHL-pasienter affeksjoner i andre organer 
som beinmarg, hud og gastrointestinaltraktus i tillegg [3, 31]. Det finnes over 30 ulike typer 
lymfomer, hvorav 5 er klassifisert som HL, og resten som NHL [30, 31]. Ann Arbors 
klassifiseringssystem fra 1971 med modifikasjoner (1988) benyttes for å fastsette pasientenes 
sykdomsstatus, og har da også betydning for valg av behandlingsregime [3, 30, 31]. 
 
Prognosen ved HL har bedret seg betydelig de siste 50 år [30], og er nå meget god, selv ved 
avanserte stadier [3]. Totaloverlevelse etter 5 år er 90%, hvor alder lavere enn 60 år og 
diagnose i tidlige stadier bedrer utsiktene [30, 33]. Det er også gode behandlingsresultater for 
NHL, totaloverlevelse etter 5 år er henholdsvis 60 % for kvinner og 55 % for menn [31]. 
Aggressive former har bedre leveutsikter enn de indolente [31], og omtrent 50-60 % av 
pasientene med aggressiv variant av NHL helbredes i dag [31].  
 
1.3.4 Kjemoterapi 
Behandling av HL og NHL er i dag kombinasjonsbehandling med cytostatika og stråleterapi 
[3, 30, 31]. Ved HL vil pasienter i stadium III eller IV etter Ann Arbors klassifisering bli 
behandlet med kjemoterapi [30]. Ved NHL er histologisk type viktigere for valg av regime 
enn klinisk stadium. Aggressive NHL krever intensiv cytostatikabehandling for kurering av 
sykdommen. Ved indolente former for NHL, benyttes kjemoterapi ved stadium III og IV [31]. 
Kirurgi er sjeldent aktuelt verken ved HL eller NHL [30, 31]. 
 
Pasientene som inkluderes i VINCA-studien, behandles med VCR (O) i kombinasjon med 
cyklofosfamid (C), doksorubicin (H) og predisnison (P), et behandlingsregime kalt CHOP. 
Noen kan i tillegg bli behandlet med etoposid (E), CHOEP. Behandlingen gis normalt hver 
21. dag (CHOP/CHOEP-21), mens en mindre gruppe pasienter vil ha behov for en mer 
aggressiv terapi, og motta kuren hver 14. dag (CHOP/CHOEP-14) med vekstfaktorstøtte (G-
SCF). VCR doseres med 1,4 mg/m2, maks 2 mg/kur, i 50 ml NaCl 9 mg/ml. Dette gis 
intravenøst så raskt som mulig, i praksis i løpet av ca 10 minutter.  
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1.4 Cytokrom P450  
VCR metaboliseres av cytokrom P450 (CYP)-systemet (se pkt 1.2.3). CYP-enzymer er en 
superfamilie av heme-thiolatproteiner primært lokalisert i lever og tarmvegg [34]. CYP-
enzymene er terminale oksidaser og nærmere 90 % av dagens legemidler metaboliseres av 
disse enzymene til monooksygenerte metabolitter [35].  
 
Metabolismereaksjonen settes i gang ved substratbinding og involverer en trinnvis spalting av 
et dioksygenmolekyl og påfølgende innføring av et oksygenatom i substratet (RH) (figur 5) 
[36, 37]. Det dannes en oksygenert metabolitt (ROH), og et vannmolekyl etter følgende 
likning RH + O2 → ROH + H2O [36, 37]. De to reduserende ekvivalentene (2H+, 2e-) 
suppleres av enten NADH eller NADPH, og involverer enten flavinadenin dinukleotid- og 
flavin mononukleotid-holdig oksidoreduktase eller et jern-svovelredoksin [36, 37]. 
 
Figur 5. Fase 1-metabolisme av legemidler via av cytokrom P450-systemet [38] 
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1.4.1 Nomenklatur 
Alt fra bakterier og lavere eukaryoter til høyere eukaryoter, planter og dyr uttrykker CYP-
enzymer [39]. Enzymene deles inn i familier, på tvers av arter, etter grad av likhet (>40 %) i 
aminosyresekvens [34, 39]. Enzymfamiliene blir nummerert fortløpende med et siffer, for  
eksempel CYP3. Familiene blir videre inndelt i subfamilier ved over 55 % likhet, som 
betegnes med romerske bokstaver, for eksempel CYP3A [34]. De unike enzymene blir så 
indikert fortløpende med et siste siffer, for eksempel CYP3A5. Et nomenklatursystem utviklet 
av the Committee on Standardarized Cytochrome P450 Nomenclature, ledet av David Nelson, 
holder kontroll på navnsettingen av alle nyoppdagede enzymer [39]. 
  
I 2004 var opp mot 4000 ulike enzymer kategorisert, og i 2006 var tallet steget til over 4500 
enzymer [39, 40]. Hos mennesker er det karakterisert 57 CYP-enzymer fordelt på 18 familier 
[35]. De siste 5 årene er det ikke oppdaget nye humane enzymfamilier [35, 39].  
 
1.4.2 CYP3A 
CYP 3A-enzymene spiller en viktig rolle i legemiddelmetabolisme. Til sammen står de for 
omtrent en tredjedel av human legemiddelmetabolisme [35, 36]. CYP3A-enzymer har et stort 
hydrofobt aktivt sete, og substratets lipofilisitet og størrelse bidrar til bindingsspesifisitet [40]. 
Fire CYP3A-enzymer er identifisert og bidrar i eksogen legemiddelmetabolisme; CYP3A4, 
CYP3A5, CYP3A7 og CYP3A43 [35]. CYP3A7 er det dominerende i lever hos fostre og 
nyfødte, men nedreguleres kort tid etter fødsel [41]. CYP3A47 er det sist identifiserte 
enzymet, men er bare funnet i svært lave konsentrasjoner i lever og testikler, og antas å spille 
en ubetydelig rolle i metabolisme av legemidler [42]. CYP3A4 og 3A5 uttykkes i størst grad i 
lever, men er også lokalisert i tynntarmen [19, 43]. CYP3A5 finnes i tillegg i nyrer, lunger, 
prostata, bryst og polymorfonukleære leukocytter [19]. CYP3A4 og 3A5 har 84 % likhet i 
aminosyresekvens, noe som forklarer den store overlappingen i substratspesifisitet mellom 
disse to enzymene [43].  
 
En relativt fersk in vitro-studie har vist at CYP3A4 og 3A5 er de to viktigste CYP-enzymene i 
metabolismen av VCR [18]. Hovedmetabolitten er et sekundært amin, M1, som dannes i 
større grad via CYP3A5 enn CYP3A4 [18, 44]. Intrinsic clearance av VCR via CYP3A5 er 
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vist å være omtrent 10 ganger høyere enn via CYP3A4 [18, 44]. I tillegg øker dannelsen av 
M1 med en faktor 3 ved tilstedeværelse av ko-uttrykt cytokrom b5 [18].  
 
Det er identifisert genetisk polymorfisme av både CYP3A4 og 3A5, men for CYP3A4 er 
mutasjoner i begrenset grad knyttet til fenotype [19, 45]. Uttrykket av CYP3A5 er derimot 
polymorft, og enzymet finnes i detekterbare mengder hos 10-30 % av kaukasiere, ~30 % av 
asiater og ~50 % av afrikanere [19, 45-47]. Den primære mutasjonen på allelet CYP3A5*3 gir 
lavt enzymuttrykk på grunn av ufullstendig mRNA-splicing og redusert translasjon til 
funksjonelt protein [19]. Personer som bærer CYP 3A5*1-allelet (villtype-allel) uttrykker 
CYP3A5 i relativt høye konsentrasjoner [46]. Dette gjelder både hetero- og homzygote 
bærere av CYP3A5*1. 
 
Det er både stor variasjon i CYP3A-aktivitet og uttrykk av lever. Det er observert >30 ganger 
spredning i enzymaktivitet i studerte populasjoner [19, 45]. Polymorfisme hos CYP3A4 gir 
som nevnt ikke utslag i fenotype, men det er observert stor interindividuell variasjon i 
CYP3A4-avhengig intrinsic clearance [19]. Hos de fleste personer er uttrykket av CYP3A4 
dominerende, men hos enkelte individer kan CYP3A5 bidra med opp mot 50 % av total 
mengde CYP3A-enzym [45, 47]. Variasjonen i CYP3A-aktivitet kan ikke alene forklares i 
variasjon i enzymfordeling mellom CYP3A4 og CYP3A5. Den interindividuelle variasjonen i 
uttrykk av CYP3A4 og CYP3A5-mRNA i lever er høyere enn tilsvarende variasjon i uttrykk 
av CYP3A-protein og -enzymaktivitet [45] 
  
1.4.3 CYP-transfekterte in vitro-systemer 
In vitro-metabolismestudier er sentrale i undersøkelser av enzymatisk omdannelse av 
legemidler. For å forenkle studier av human legemiddelmetabolisme benyttes ulike humane in 
vitro-modellsystemer, som primære cellekulturer, mikrosomer og transfekterte/rekombinante 
cellelinjer [48]. Mikrosomer er fraksjoner av endoplasmatisk retikulum (ER) isolert fra vev 
eller cellelinjer, som inneholder CYP-enzym. De er godt anvendelige ettersom de kan lagres 
over lengre tid i nedfrosset tilstand og kan benyttes direkte i en forsøksbuffer ved 37°C [49]. I 
tillegg til enzymer kan ko-faktorer og transportproteiner transfekteres inn. Mikrosomer av 
humane leverceller (HLM) er den tradisjonelt mest benyttede mikrosommodell. Studier med 
HLM vil kunne si noe om den fullstendige in vivo-metabolismen til et substrat, mens man 
med transfekterte modeller kan studere metabolisme via enkeltenzymer [48]. 
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1.5 Farmasøytisk bioanalyse  
Hensikten med farmasøytisk bioanalyse er å identifisere og kvantifisere ukjente stoffer i 
biologiske matrikser som blod, plasma, serum, urin, faeces og vevsprøver. Farmasøytisk 
bioanalyse benyttes i flere ulike fagfelt; terapikontroll, rusmiddelkontroll, forgiftningsanalyser 
og dopingkontroll [50]. Ofte er det et legemiddel og eventuelle metabolitter som skal 
bestemmes. Disse har gjerne relativt lik kjemisk struktur, og det er da behov for å separere de 
slik at de kan detekteres hver for seg. Til dette benyttes i mange tilfeller en kromatografisk 
separasjonsmetode. Analysene er ofte rutinebaserte og starter med en prøveopparbeidelse 
hvor matriksen blir renset og eventuelt oppkonsentrert. Prøvene blir så separert 
kromatografisk før de ulike stoffene i prøven blir detektert av en egnet detektor. 
 
1.5.1 Prøveopparbeidelse av plasma 
Prøveopparbeidelsen renser prøvematriksen for stoffer som en ikke ønsker å ha med videre i 
analysen (blant annet proteiner, aminosyrer og ioner). Disse kan interferere med selve 
analysen og samtidig bidra til å tette kolonne, tubing og kapillærer i analyseapparatet, og 
dermed gi trykkproblemer, endret kromatografi og redusert sensitivitet i apparaturen [50]. I 
tilfeller der det er små mengder av analytt i matriks, kan det også være behov for 
prøveopparbeidelse for å oppnå oppkonsentrering av prøven.  
 
Internstandard 
I biologiske analyser hvor en bestemmer legemiddelkonsentrasjoner i biologisk matriks må 
det benyttes en intern standard (IS). IS er ett stoff som tilsettes prøven i kjent konsentrasjon 
før prøveopparbeidelsen settes i gang. Den korrigerer for variasjon i prøveopparbeidelsen og 
prøveuttak, og forbedrer nøyaktighet og presisjon [50]. Dette forutsetter at IS har liknende 
kjemisk struktur som analytten(e) [50]. I massespektrometriske (MS) analyser vil en 
radioaktivt merket utgave av analytten som koeluerer med analytten under separasjon være en 
ideell IS siden den skilles fra analytten i detektoren. Ved bruk av andre deteksjonsprinsipper 
må man imidlertid velge en IS som har annerledes struktur enn analytten. Selve 
kvantifiseringen baseres på forholdet mellom toppareal eller topphøyde av IS mot toppareal 
eller topphøyde av analytt. 
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Proteinfelling 
Enkel proteinfelling er den raskeste og rimeligste form for prøveopparbeidelse. Prøven 
tilsettes en bestemt mengde organisk løsemiddel, typisk ACN eller MeOH, i forholdet 2:1. 
Løsemiddelet denaturerer proteiner, slik at deres ordinære tredimensjonale struktur endres, og 
de desintegrerer og synker til bunns [51]. Etter sentrifugering kan supernatanten injiseres 
direkte. Det er flere problemer med denne typen opparbeidelse. For proteinbundne analytter er 
det en viss fare for trapping, og dermed tap av analytt og redusert gjenfinning. En har ikke 
kontroll over volumet, med mindre prøven dampes inn, eller tilsettes internstandard før 
proteinfellingen. Som opprensing er metoden ganske grov, så kromatogrammene vil bli urene. 
I mange tilfeller er likevel proteinfelling god nok. 
 
Væske-væske-ekstraksjoner 
I væske-væske-ekstraksjon (LLE) utnytter man stoffers fordelingskoeffisient (logP) og 
fordelingsforhold mellom to ikke-blandbare væsker, en vandig og en organisk fase (figur 6) 
[50]. En tar utgangspunkt i analyttens pKa-verdi og justerer pH i vandig fase avhengig om 
man ønsker den i organisk fase eller i vandig fase. Ved å avslutte med analytt i organisk fase 
kan denne dampes av og en har både volumkontroll og renere prøve. Ønsker man ytterligere 
opprensing kan prøver tilbakeekstraheres i en vandig fase. Ulempen med denne metoden er at 
det brukes mye organiske løsemidler som skal håndteres forskriftsmessig, og det tar tid å 
utføre da organisk fase skal dampes inn [50]. I tillegg er den vanskelig å automatisere.  
 
 
Figur 6. Prinsippet i væske-væske-ekstraksjon 
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Fast fase-ekstraksjoner 
Fast-fase-ekstraksjon (SPE) er basert på stoffers fordeling mellom en væske og overflaten på 
et fast stoff, en sorbent [50]. Sorbentmaterialet er enten silikabasert eller en polymer. En fast-
fase-ekstraksjon forutsetter at sorbenten har funksjonelle grupper på overflaten som 
interagerer med analytten. De mest vanlige metoder er omvendt fase-, normal fase- og 
ionebytterekstraksjoner. I omvendt fase benyttes silikabaserte sorbenter som C2, C8 og C18, 
og polymere sorbenter som N-divinylpyrrolidone og divinylbenzen eller styren-divinylbenzen 
(figur 7). Fasene benyttes til å ekstrahere upolare stoffer fra vandige prøver og baseres på 
hydrofobe interaksjoner mellom analytt og sorbent, hvor de mest lipofile stoffene retarderes 
mest [50]. Slike upolare krefter fremmes av polare løsemidler som vann, og omvendt fase er 
derfor mye brukt på matrikser som plasma og urin. Normalfase baseres på polare 
interaksjoner for å eluere ut polare stoffer fra upolare løsninger [50]. Stasjonærfasen er ofte 
ren silika, cyanopropyl eller andre faser med polare overflater. Den siste metoden som ofte 
anvendes ved SPE er ionebytterekstraksjon. Her utnyttes analytters ioniseringsevner. Ved 
først å fremme ionereaksjoner for så å undertrykke dem, kan ioniske analytter renses opp fra 
matriks.  
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Figur 7. Strukturformler for sorbentmaterialene i de ulike fast fase-kolonnene 
1; C18, 2; C8, 3; C2, 4; Oasis HLB, 5; Strata-X 
 
Silikabaserte sorbenter kan inneholde ulike mengder uokkuperte silanolgrupper (-Si-OH), 
såkalte restsilanolgrupper [50]. Disse kan gi sekundærinteraksjoner med analytten. Slike 
reaksjoner kan undertrykkes ved å tilsette en syre til elueringsvæsken for å nøytralisere 
ladningen på silanolgruppen, og dermed unngå en ionereaksjon [50]. Restsilanolgruppene kan 
også utnyttes til å retardere stoffer bedre til kolonnen. Med polymere sorbenter unngår man 
sekundære interaksjoner.  
 
Ekstraksjonskolonnene varierer litt i kapasitet, men det er vanlig å bruke 100 mg/ml, og man 
kan da rense opp 1 ml matriks [50]. Vanlig framgangsmåte er å kondisjonere kolonnen med  
metanol (MeOH) og vann før prøvepåsetting [50]. Deretter vaskes kolonnen med vann eller 
en vandig løsning med lavt innhold av organisk løsemiddel for å fjerne urenheter med lavere 
lipofilisitet enn analytten, før denne elueres ut med en løsning med høyt innhold av organisk 
modifikator [50]. Eluatet dampes inn, reløses og er klart til analyse. 
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1.5.2 Kromatografisk separasjon 
Væskekromatografi 
High Performance Liquid Chromatography (HPLC) eller væskekromatografi (figur 8) baseres 
på de samme prinsippene som fast fase-ekstraksjoner. En væskefase (mobilfasen) passerer en 
stasjonærfase som befinner seg i en analysekolonne [50]. Stasjonærfasen retarderer analytten, 
mens mobilfasen løser den. Analyttene i prøvene vil være i en konstant vekselvirkning 
mellom disse kreftene. Man utnytter at stoffene i løsningen har ulike kjemiske egenskaper, 
slik at de retarderes og løses i ulik grad, og dermed vil bruke ulik tid på å passere 
analysekolonnen. De fleste legemidler er relativt hydrofobe og kan separeres på omvendt 
fase-kolonner, med C2, C8, C18 eller polymere sorbenter [50]. Kolonnene varierer i lengde, 
indre diameter og partikkelstørrelse. Tidligere var det vanlig med kortere kolonner med stor 
indre diameter, for eksempel 45x4.6 mm med partikler på 5 µm [50]. I dag har apparaturen 
blitt forbedret, med mer enhetlig partikkelstørrelse og mer regelmessig mobilfasehastighet. 
Med økt kolonnelengde og redusert indre diameter (150x2 mm, 3 µm) oppnår man bedre 
separasjon og økt sensitivitet. Lengden på kolonnen spiller inn på analysetiden; lengre 
kolonne gir stoffene økt vandrelengde, og analysetiden øker. Etter at analyttene er separert på 
kolonnen, detekteres de av en detektor, og responsen omgjøres til lesbare kromatogrammer. 
 
Figur 8. Prinsippskisse for væskekromatografi  
A; mobilfase A, B; mobilfase B, 1; pumpe, 2; injektor, 3; analysekolonne med forkolonne, 4; UV-detektor, 5; 
fluorescensdetektor, 6; programvare 
 
Mobilfaser 
Mobilfasene velges ut fra det type system man kjører. Deres oppgave er både å retardere 
stoffene og å løse dem. Det er vanlig å benytte to mobilfaser. Den ene er en vandig mobilfase 
av buffertype; mobilfase A. pH i bufferen må ikke være for sur, da pH < 2 kan spalte av de 
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funksjonelle gruppene på sorbenten [50]. Videre må pH ikke være >8 da det vil ødelegge 
kolonnene ved å løse pakkematerialet [50]. Samtidig skal bufferen sørge for at analyttene er i 
ønsket kjemisk form, protonert eller deprotonert, og gi en god (men ikke for god) retensjon. 
Mobilfase B er typisk en organisk fase blandbar med vann, enten ren eller fortynnet, og med 
ønsket løsemiddelstyrke [50]. Denne må ha gode løsemiddelegenskaper for å holde analyttene 
i løsning, men ikke for gode, da noe retensjon må til for å separere analyttene. 
 
Gradienteluering 
Analytten injiseres direkte i mobilfasestrømmen som pumpes gjennom systemet i angitt 
hastighet. Separasjonen kan skje med isokratisk eluering, det vil si at mobilfasene er i et 
konstant blandingsforhold som ikke endres. En slik metode er ikke alltid passende. Analyttene 
kan ha behov for ulik mengde organisk modifikator for å slippe kolonnen, og en isokratisk 
eluering vil i slike tilfeller gjøre analysetiden unødvendig lang. Da kan man benytte såkalt 
gradientseparasjon. Det vil si at to eller flere mobilfaser blandes og mengden organisk fase 
øker i forhold til vandig fase. Det vanlige er lineær gradient der forholdet mellom mobilfase A 
og B endres jevnt.  
 
1.5.3 Deteksjon 
I enden av et kromatografisk system sitter en detektor som transformerer registrering av 
stoffene til elektronisk respons. Detektoren er koblet til en programvare som lagrer og 
bearbeider responsen, og omgjør den til kromatogrammer. HPLC-systemene er 
helautomatiserte og kan analysere 24 timer i døgnet. 
 
UV-detektor 
Det finnes en rekke detektorer i HPLC. De mest vanlige er UV-, fluorescens- og MS-
detektorer. I LC-UV detekteres stoffer som absorberer UV-stråler over 190 nm. I detektoren 
sitter en strålingskilde, vanligvis en deuteriumlampe, som sender ut lys i bølgelengdeområdet 
190-350 nm [50]. Deteksjonen optimaliseres ved å detektere ved den bølgelengden som gir 
maksimal respons av analyttene(e). I følge Beers lov er målt absorpsjon proporsjonal med 
konsentrasjon av analytt [50]. UV-detektoren måler samlet analyttkonsentrasjon som kommer 
med mobilfasen. Den kan ikke skille molekyler som eventuelt koeluerer av kolonnen. Derfor 
er det viktig med god separasjon av stoffer. UV-detektoren er nøyaktig, presis og robust og 
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velegnet til kvantitative analyser. Nedre deteksjonsgrense er typisk 1-100 ng, men dette 
avhenger av analyttens absorpsjonsevne [50]. 
 
Fluorescensdetektor 
Alle stoffer som fluorescerer absorberer UV-stråling, men ikke alle stoffer som absorberer 
UV-stråling fluorescerer [50]. Fluorescensdetektoren regnes derfor som mer selektiv enn UV-
detektoren. For stoffer som fluorescerer er nedre deteksjonsgrense typisk 10-100 pg, men 
dette avhenger av analyttens absorpsjons- og emisjonsevne [50]. 
 
MS-detektor 
Massespektrometriske (MS) detektorer er i dag ofte brukt i farmasøytiske bioanalyser på 
grunn av høy følsomhet. I LC-MS (figur 9) er det viktig at alle komponenter i mobilfasene er 
flyktige da væskefasen omdannes til gass før den sendes inn i analysatoren [50]. Analytten(e) 
må være ioniserte og separert fra mobilfasen før de kan detekteres, og det skjer i en ionekilde. 
Det benyttes flere ulike ionekilder, hvor det er mest vanlig å benytte atmosfærisk trykk 
elektrospray-ionisasjon (AP-ESI) og atmosfærisk trykk kjemisk ionisasjon (AP-CI). AP-ESI 
er en mild og forsiktig ioniseringsmåte uten termalt stress og kan benyttes på peptider og store 
molekyler opp mot 100 kDa [52]. Mobilfasen føres forbi en nebulisator og ledes inn i 
ionekilden som en aerosol. Her er det påsatt høy spenning (2-5 kV), som bidrar til ytterligere 
reduksjon i dråpestørrelse ved å øke overflatespenning på dråpene slik at de sprekker opp. 
Deretter frigjør en tørkegass (N2) analyttmolekylene fra dråpene [50]. Analyttene må være 
ionisert før de når ionekilden og av den grunn egner denne metoden seg godt for ioniserbare 
stoffer [53]. Ved positivt mode fremmes deteksjon av protonerte ioner og molekylionene som 
detekteres er [M+H]+. I AP-CI fordampes mobilfasen ved at den passerer et oppvarmet rør på 
vei inn i ionekilden. En nål påsatt høy spenning bombarderer molekylene med elektroner og 
det dannes enkeltladede ioner som [M+H]+ og  [M+H]- , avhengig av positiv eller negativ 
mode. Denne metoden er tøffere enn AP-ESI og egner seg for uladede molekyler opp til 1500 
Da [52]. Temperaturen i ionekilden er svært høy, opp mot 400°C, og analysemetoden egner 
seg dårlig for termolabile stoffer som estere og aminer.  
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Figur 9. Prinsippskisse for LC-MS  
A; mobilfase A, B; mobilfase B, 1; pumpe, 2; injektor, 3; analysekolonne med forkolonne, 4; ionekilde, 5; 
kvadrupol, 6; detektor, 7; programvare 
 
Flere typer masseanalysatorer kan benyttes i en MS-detektor. Felles for alle er at de separerer 
ionene og detekterer masse over ladning, m/z. Kobler man flere analysatorer sammen, såkalt 
LC-MS/MS, kan man få ytterligere strukturinformasjon og bedre selektivitet [50]. De fleste 
masseanalysatorer i dag er basert på enten kvadrupolprinsippet eller ionefellemetoden. I 
kvadrupolen separeres ionene ved hjelp av fire parallelle strenger påsatt vekselspenning [50]. 
Feltstyrken varieres, og ioner med ulik m/z-forhold bruker ulik tid på å vandre gjennom 
analysatoren mot detektoren. Slik kan en registrere ioner med ulik m/z separat, selv om de 
skulle ha lik retensjonstid på HPLC. Detektoren kan stilles inn på deteksjon av utvalgte ioner 
(selektiv ionemonitorering; SIM) eller såkalt ’sveip’ over et gitt masseområde (fullscan 
ionemonitorering). Det tas vanligvis opp 1-4 massespekter pr sekund [50]. Ionefelle-
analysatorer separerer ionene ved at de samles i et spenningsfelt hvor spenningsfrekvensen 
endres og ulike masseioner selekteres og slippes ut mot detektor. Dette er en rask prosess 
(millisekunder), og ionefellen har en bedre sensitivitet enn kvadrupolen. Hvis detektoren 
stilles inn på enkeltioner (SIM), blir sensitiviteten bedre enn ved sveip-analyser. I 
analysatorene er det viktig med vakuum for at ionene skal kunne vandre fritt og ikke kollidere 
med gassmolekyler, siden dette ville redusert sensitiviteten.  
 
Et velkjent problem i MS-analyser er ionesuppresjon eller signalsuppresjon [54]. AP-ESI er 
mer utsatt for dette enn AP-CI. Suppresjon skyldes tilstedeværelse av komponenter i prøven 
som er mindre flyktige enn analytten. Disse kan endre effektiviteten i dråpedannelse og 
ionisering av analytten [55].  
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LC-MS er velegnet til farmasøytiske bioanalyser da metoden benyttes til både kvantifisering 
og identitetsbestemmelse av analytt. Ved identifisering, som krever en LC-MS/MS-detektor, 
utnytter man at stoffer fragmenterer. Hvert stoff har et særegent fragmentspekter, som kan 
benyttes til identifikasjon av analytter der referansesubstans (renstoff) ikke er kommersielt 
tilgjengelig.  
 
Deteksjonsgrense 
Ved utvikling av analysemetoder må minste deteksjonskonsentrasjon (MDK) eller Lower 
Limit of Detection (LOD) av analytten bestemmes. Den oppgis vanligvis som den laveste 
konsentrasjonen som kan detekteres med et spesifisert signal til støy-forhold >3 [56, 57]. I 
tillegg bestemmes minste kvantifikasjonskonsentrasjon (MKK) eller Lower Limit of 
Quantification (LOQ) som den laveste konsentrasjon av analytt som kan detekteres med 
signal til støy-forhold >10 [56-58].  
 
1.6 Hensikt  
Hensikten med oppgaven er å utvikle en sensitiv og robust metode for måling av VCR og 
metabolitten M1 i plasma. Målsettingen er at den ferdigutviklede metoden skal benyttes i 
VINCA-studien og farmakokinetiske studier. I VINCA-studien skal det blant annet 
undersøkes om det er en sammenheng mellom CYP 3A4-fenotype, 3A5- og P-gp-genotype, 
og variasjon i eksponering for VCR hos pasientene.  
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2. Metodeutvikling 
2.1 Kjemikalier og utstyr 
De forskjellige kjemikalier som ble benyttet under metodeutviklingen er nevnt i tabell 1. 
Tabell 1. Kjemikalier benyttet under de ulike trinn av metodeutviklingen 
Kjemikalier Kvalitet Leverandør 
Acetonitril, CH3CN  99,9 %, for analyse Merck KGaA, Tyskland 
Ammoniakk, NH3 25 %, for analyse Merck KGaA, Tyskland 
Eddiksyre, CH3COOH 100 %, for analyse VWR International Prolabo, Frankrike 
EDTA >99 % Ferak Berlin, USA 
HEPES >99,5 % Sigma-Aldrich, USA 
Magnesiumklorid, MgCl2 >99 %, for analyse  Merck KGaA, Tyskland 
Magnesiumsulfat, MgSO4 >99,5 %, for analyse Merck KGaA, Tyskland 
Maursyre, HCOOH >98 %, for analyse Merck KGaA, Tyskland 
Metanol, CH3OH 99,8 %, for kromatografi Merck KGaA, Tyskland 
Metylamin, CH5N 40 % VWR Internationl Prolabo, Frankrike 
NADPH Ikke oppgitt Sigma-Aldrich, USA 
Natriumhydrogenfosfat, Na2HPO4 >99 %, for analyse Merck KGaA, Tyskland 
Saltsyre, HCl 37 %, for analyse VWR International Prolabo, Frankrike 
Sukrose For biokjemi Merck KGaA, Tyskland 
Svovelsyre, H2SO4 97-99 %, for analyse Merck KgaA, Tyskland 
Trizma base >99,9 % Sigma-Aldrich, USA 
Vinkristin-sulfat For analyse A.G. Scientific Inc, USA 
Vinblastin-sulfat Ikke oppgitt Toronto Research Chemicals Inc, 
Canada 
 
2. Metodeutvikling 
 31
Utstyret som ble brukt under metodeutviklingen er nevnt i tabell 2. 
Tabell 2. Utstyr benyttet under de ulike trinn av metodeutviklingen 
Utstyr Modell Produsent 
Automatpipetter Finnpipette Thermo Electron Corp.,USA 
Eppendorfrør  Microtubes TreffLab, Sveits 
Fast fase-kolonner Bond elut-C18, 100 mg, 3 ml 
Bond elut-C2, 100 mg, 3 ml 
Oasis HLB, 30 mg 
Strata-X, 33 µm, polymeric reversed fase 
Varian, USA 
Varian, USA 
Waters, USA 
Phenomenex, Spania 
Inkubatorovn Gallencamp ArtisanScientific, USA 
Limited volume vials 
 
Crimp seals 
700 µl 
 
8 mm 
Brown Cromatography Supplies, 
Tyskland 
Brown Cromatography Supplies, 
Tyskland 
pH-meter Φ-50 pH-meter Beckman Coulter, USA 
Pipettespisser 5-350 µl, 51 mm, non-sterile 
10-1000 µl, 71,5 mm, non-sterile  
Biohit, Finland 
Biohit, Finland 
Screwcap vials 
Vial Inserts 
1500 µl, clear 
100 µl 
Agilent Technoloigies, USA 
Agilent Technologies, USA 
Sentrifuge Universal 32 R  
Centrifuge 5415 
Hettich zentrifugen 
Eppendorf, Tyskland 
Vannrenseanlegg Aquatron A4S 
EasyPure UV Compact Ultrapure Water 
System 
Tamro, Finland 
Barnstead International, USA 
Vekt AB54 Mettler Toledo, USA 
Vortexmikser MS2 Minishaker IKA, Tyskland 
Ultralydbad Bransonic Ultrasonic Cleaner 5510 Branson, USA 
 
2.2 Løsninger 
2.2.1 Buffere til metabolismeforsøk  
Til metabolismeforsøk med mikrosomer ble det benyttet tre buffere (se tabellene 3 til 5): 
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Tabell 3. Tris-buffer benyttet i metabolismeforsøk 
Trisbuffer 
200 mM Tris-H2SO4 130 µl/rør 
20 mM MgSO4 5,5 µl/rør 
10 mM NADPH 35 µl/rør 
 
Alle tørrstoffene ble løst i ionebyttet vann. pH ble justert til 7,5 med H2SO4. Det ble benyttet 
Trizma base for å unngå kloridioner som kan redusere aktiviteten til mikrosomene. NADPH-
løsningen har kort holdbarhet og det ble derfor laget ny løsning for hvert forsøk. 
 
Tabell 4. Fosfatbuffer benyttet i metabolismeforsøk 
100 mM Na2HPO4 med 5 mM MgCl2 
Na2HPO4,7 H2O (Mw=283, 07 g/mol) 13,162 g  
MgCl2,6 H2O (Mw=203, 31 g/mol) 0,503 g  
 
Tørrstoffene ble veid inn på analysevekt og løst i 500 ml destillert vann. pH ble justert til 7,4 
med HCl. 
 
Tabell 5. Lise Madsen-buffer benyttet i metabolismeforsøk 
Lise Madsen-buffer 50 ml 
0,25 mM sukrose    4,27 g 
10 mM Hepes (Mw=238,3 g/mol)  0,12 g 
2 mM EDTA (Mw=372 g/mol)  0,04 g 
 
Alle tørrstoffer ble løst i destillert vann og løsningen ble oppbevart i kjøleskap. pH i bufferen 
ble justert til 7,4 med H2SO4. 
 
2.2.2 Mobilfaser og elueringsvæsker 
Under beskrives sammensetningen av de ulike mobilfaser (se tabellene 6 til 8) som ble 
benyttet under utvikling av kromatografiske analysemetoder. Til LC-MS-analysene ble det 
benyttet ionebyttet vann i mobilfasene for å unngå ioner som kan interferere med deteksjonen. 
Ved bruk av LC-UV er ikke dette viktig å ta hensyn til, og det ble her benyttet destillert vann i 
mobilfasene. 
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Tabell 6. Mobilfase A1: 0,02 % maursyre  
0,02 % maursyre 
1: 500 ml H2O 
2: 0,122 g HCOOH  
 
Tabell 7. Mobilfase A: 10 mM ammoniumformiat pH 2,75 
10 mM ammoniumformiat pH 2,75 
1: 450 ml H2O i målebeger 
2: 374 µl NH3 (25 %) (10 mM) 
3: pH ad 2,75 med HCOOH 
4: H2O ad 500 ml i målekolbe 
 
Tabell 8. Mobilfase B: 80 % MeOH 
80 % MeOH i mobilfase A 
1: 500 ml MeOH i målekolbe 
2: 100 ml fra 1 (målekolbe) 
3: 100 ml mobilfase A i målekolbe til 1 
 
De ulike elueringsvæsker som ble benyttet i utvikling av prosedyre for fast fase-ekstraksjoner 
er beskrevet i tabell 9 til 14. Her ble det benyttet destillert vann, da tilstedeværelse av salter i 
vannet ikke er problematisk for fast fase-ekstraksjon. 
 
Tabell 9. 25 % MeOH 
25 % MeOH 
1: 100 ml H2O i målekolbe 
2: 25 ml fra 1 (målekolbe) 
3: 25 ml MeOH (målekolbe) til 1 
 
Tabell 10. 5 % MeOH 
5 % MeOH 
1: 100 ml H2O i målekolbe 
2: 5 ml fra 1  
3: 5 ml MeOH til 1 
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Tabell 11. 1 % NH3 i MeOH 
1 % NH3 i MeOH 
1: 50 ml MeOH i målekolbe 
2: 2 ml fra 1  
3: 2 ml NH3 (25 %) til 1 
 
Tabell 12. 1 % NH3 i ACN 
1 % NH3 i ACN 
1: 50 ml ACN i målekolbe 
2: 2 ml fra 1 
3: 2 ml NH3 (25 %) til 1 
 
Tabell 13. 2 % CH3COOH i MeOH 
2 % CH3COOH i MeOH 
1: 50 ml MeOH i målekolbe 
2: 1 ml fra 1  
3: 1 ml CH3COOH med pipette til 1 
 
Tabell 14.  2 % CH3COOH i ACN 
2 % CH3COOH i ACN 
1: 50 ml ACN i målekolbe 
2: 1 ml fra 1 
3: 1 ml CH3COOH til 1 
 
2.3 Produksjon, isolering og kvantifisering av metabolitten M1 
Det var ønskelig at analysemetoden for VCR i plasma også skulle inkludere metabolitten M1 
(se figur 4). Siden metabolitten ikke er kommersielt tilgjengelig som renstoff, måtte den 
produseres, isoleres og kvantifiseres på egen hånd. 
 
Produksjon 
Produksjon av M1 ble gjort ved inkubasjon av VCR med mikrosomer (supersomer/ 
xenosomer) fra insektsceller transfektert med humant CYP3A4/3A5, med eller uten cytokrom 
b5 (tabell 15). Transfeksjonen av insektscellene har blitt gjort ved hjelp av et baculovirus-
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ekspresjonssystem. Insektscellene som er transfektert med CYP3A4 og 3A5 er også 
transfektert med P450-reduktase fra kanin. Insektscellene med cytokrom b5 er i tillegg til 
CYP-enzymene transfektert med humant P450-reduktase.  
 
Tabell 15. Mikrosompreparatene benyttet ved metabolismeforsøkene 
Mikrosomer 
Produktnavn Innhold Produsent 
CYP 3A4-xenosomer* CYP3A4, P450-
reduktase 
Larodan Fine Chemicals AB, 
Sverige 
CYP3A5-xenosomer* CYP3A5, P450-
reduktase 
Larodan Fine Chemicals AB, 
Sverige 
Human CYP3A4+P450 Reductase 
+Cytochrome b5-Supersomes* 
CYP3A4, P450-
reduktase, cytokrom b5 
Gentest, BD Bioscienses, USA 
Human CYP3A5+P450 Reductase 
+Cytochrome b5-Supersomes* 
CYP3A5, P450-
reduktase, cytokrom b5 
Gentest, BD Bioscienses, USA 
*Mikrosomer fra transfekterte insektceller 
 
Metabolisme av VCR ble først undersøkt ved bruk av inkubasjonsbetingelser beskrevet av 
Hermann et al., der tris-base benyttes som inkubasjonsbuffer [59]. I forsøkene ble VCR i 
MeOH tilsvarende en sluttkonsentrasjon på 20 µM i ferdig inkubat (441 µl) tilsatt fem 
reagensrør og dampet inn under N2-gass, før det ble reløst i 341 µl mikrosombuffer (med 
NADPH) og preinkubert på vannbad ved 37° C. Mikrosomløsninger med henholdsvis CYP 
3A4, CYP 3A4+b5, CYP 3A5 og CYP 3A5+b5 ble fortynnet 1:90 med Lise Madsen (LM)-
buffer (se tabell 5) i følge Hermann et al. [59]. 100 µl av hver løsning, tilsvarende 1,1 pmol 
CYP-enzym, ble deretter tilsatt de ulike inkubasjonsrørene med VCR og mikrosombuffer med 
30 sekunder mellom hver tilsetning. Inkubasjonsrørene ble blandet forsiktig på Vortex-mikser 
og inkubert på vannbad ved 37°C med risting direkte etter tilsetning. Metabolismereaksjonen 
ble stanset etter 30 minutter ved tilsetting av 300 µl iskald ACN. Rørene ble satt på is i 10 
minutter før sentrifugering i 5 minutter ved 3000 rpm. Supernatanten ble tatt av og fryst ned 
på -20°C for senere analyse. 
  
Betingelsene beskrevet av Hermann et al. viste seg å ikke gi tegn til metabolisme av VCR 
[59]. Det ble derfor besluttet å teste inkubasjonsbetingelser beskrevet av Dennison et al., som 
tidligere er vist å gi metabolisme av VCR til M1 [18]. I forsøkene med denne prosedyren ble 
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det valgt å kun benytte insektsmikrosomer transfektert med CYP3A5 (med og uten cytokrom 
b5), siden Dennison et al. har vist at metabolismeaktiviteten av VCR via CYP3A5 er større 
enn CYP3A4 under de oppgitte inkubasjonsbetingelser [18]. VCR i MeOH tilsvarende en 
sluttkonsentrasjon på 20 µM i ferdig inkubat (250 µl) ble tilsatt fire reagensrør, dampet inn 
under N2 og reløst i 137,5 µl 100 mM Na2HPO4 med 5 mM MgCl2 (pH 7,4). Deretter ble 
insektsmikrosomer tilsvarende 25 pmol (100 µl) CYP3A5 og CYP3A5+b5 (1000 pmol/ml 
fortynnet 1:4 med LM-buffer) tilsatt 2 inkubasjonsrør hver. Disse ble preinkubert i ca 20 
minutter ved 37°C på vannbad med risting. Reaksjonen ble så initiert ved å tilsette NADPH til 
0,5 mM i inkubatet til hvert rør. Reaksjonen ble stanset på lik måte som beskrevet i avsnittet 
over. Disse betingelsene viste seg å gi tydelig produksjon av en metabolitt som ble antatt å 
være M1. 
 
For å oppnå et større kvantum av M1 ble det gjort tilsvarende forsøk som beskrevet i avsnittet 
over, men i større skala. Det ble benyttet mikrosomer transfektert med CYP3A5+b5, da tillegg 
av ko-uttrykt cytokrom b5 er vist å øke dannelsen av M1 [18]. Betingelsene fra Dennison et al. 
ble oppskalert til 2 ml inkubat [18]. Løsningen ble inkubert på vannbad i 1 time og 15 
minutter. Reaksjonen ble stanset med iskald ACN. Etter sentrifugering ble organisk fase 
dampet av. Sluttvolum av metabolittløsningen var ca 1,5 ml.  
 
Isolering 
Isolering av metabolitten som ble antatt å være M1, ble gjort preparativt ved gjentatte LC-
UV-injeksjoner. Det var ønskelig med et så høyt utbytte som mulig ved isolering av 
metabolitten. På grunn av oppkonsentrering av prøveløsningen fra den mikrosomale 
produksjonen, og dermed høy konsentrasjon av analytter, var det nødvendig å teste 
analyttkapasiteten til HPLC-kolonnen.  
 
Testingen av analysekolonnens kapasitet ble gjort ved injeksjon av standardprøver av VCR 
løst i vann eller ikke-oppkonsentrert inkubasjonsløsning. Sistnevnte løsning ble laget ved de 
samme betingelser som ved produksjon av metabolitt. Supernatanten av sentrifugert 
mikrosomløsning ble så dampet inn til tørrhet og reløst i 250 µl fosfatbuffer. Denne ble kalt 
løsning 1. Fire prøver ble analysert på LC-UV: 1) 100 µM VCR i 100 µl løsning 1, 2) 10 µM 
VCR i 100 µl løsning 1, 3) 100 µM VCR i 100 µl mobilfase A og 4) 10 µM VCR i 100 µl 
mobilfase A. Dette ble injisert på LC-UV. Toppareal av 1) ble så sammenliknet med toppareal 
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av 3), og tilsvarende 2) med 4). Tap av analytt ble beregnet ved relativ reduksjon i topphøyder 
av 1) og 2) sammenliknet mot henholdsvis 3) og 4), og ga en indikasjon på om kolonnens 
kapasitet var overskredet 
 
Isoleringen av M1 ble gjort ved bruk av LC-UV, ettersom analytten(e) ved UV-deteksjon, i 
motsetning ved MS-deteksjon, ikke blir forbrukt, og mobilfasen kan samles opp etter at den 
passerer detektoren. God separasjon av analyttene er nødvendig for rene 
oppsamlingsfraksjoner, og LC-UV-metoden ble derfor optimalisert for isoleringen av M1. I 
optimaliseringen av LC-UV-metoden ble det gjort en tilpasning av HPLC-betingelsene som 
beskrevet av Dennison et al. [18]. I selve isoleringen ble det injisert prøver á 100 µl. Den 
første injeksjonen ble brukt til kontroll av retensjonstid, mens den antatte kromatografiske 
toppen av M1 ble samlet ved de neste injeksjonene. Tubingen ble koblet av etter UV-
detektoren (se figur 8), hvor man med relativt god presisjon får samlet opp væskefasen ved 
deteksjon av metabolitten. Mobilfasen ble samlet opp i omtrent 1 minutt rundt aktuell 
retensjonstid av metabolitten. Totalt ble eluat fra 11 injeksjoner samlet. Renheten på eluatet 
ble testet ved LC-UV- og LC-MS-analyser. 
 
Kvantifisering 
Det er tidligere vist at UV-absorbansen (ekstinksjonskoeffisienten) av VCR og metabolitten 
M1 ikke er signifikant forskjellige (p=0,78) [18]. Kvantifisering av M1 i det oppsamlede 
eluatet ble derfor gjort ved å bruke en standardkurve av VCR analysert med LC-UV. 
 
Den oppsamlede væsken med M1 ble dampet inn under N2 til tørrhet, og reløst i 1 ml 
mobilfase A. Det ble laget en standardkurve med VCR-konsentrasjoner på 1, 5, 10, 15 og 20 
µg/ml. Etter analyse av standardkurveprøvene ble en blank prøve injisert før injeksjon av en 
fortynnet metabolismeløsning (1:2,5). 
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2.4 Utvikling av analysemetoder 
Forventet konsentrasjonsområde i plasma 
VCR administreres normalt sett i doser på 1,4 mg/m2 (maksdose 2 mg). Med utgangspunkt i 
farmakokinetiske data oppgitt i en artikkel av Villika et al. [7], vil en person på 70 kg ha et 
distribusjonsvolum (Vd) på omtrent 900 l. På bakgrunn av informasjon om dose og Vd vil den 
forventede, initielle plasmakonsentrasjonen være i størrelsesorden 2-2,5 ng/ml. Denne vil så 
synke i takt med halveringstiden, som i litteraturen er oppgitt å være 19-155 timer [3]. Basert 
på denne spredningen i halveringstid vil forventet plasmakonsentrasjon 72 timer etter 
injeksjon være i størrelsesområde 0,1-1,5 ng/ml (figur 10).  
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Figur 10. Beregnet eliminasjonsprofil for vinkristin 
 
I VINCA-studien skal prøver samles fram til 72 timer etter administrasjon av VCR. Ut fra 
beregningen over bør derfor analysemetoden som skal utvikles dekke et 
plasmakonsentrasjonsområde på mellom 0,1 og 2,5 ng/ml.  
 
Farmakokinetikken til metabolitten M1 er ikke tidligere studert in vivo hos mennesker. Det er 
derfor usikkert hvilket konsentrasjonsområde som vil være relevant for M1. Konsentrasjonen 
av M1 kan ikke bli høyere enn C0 for VCR, men det er vanskelig å si hvor lave 
konsentrasjoner M1 vil opptre i. 
 
2.4.1 LC-UV 
Utviklingen av LC-UV-metoden ble gjort for isolering og kvantifisering av metabolitten M1. 
I tillegg var det en teoretisk mulighet for at UV-deteksjon ga tilstrekkelig sensitivitet av VCR 
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i plasma. Det ble prøvd ut flere ulike mobilfasegradienter under utviklingen av LC-UV-
metoden, og målet var å finne betingelser som gir god separasjon av analyttene med kortest 
mulig analysetid. Metoden måtte inkludere vask og regenerering av analysekolonnen for å gi 
stabile retensjonstider. 
 
I LC-UV-analysene ble det benyttet en 5 cm lang Varian Inertsil C8-kolonne med 3 mm indre 
diameter og partikkelstørrelse på 3 µm, samt en intern forkolonne med tilsvarende sorbent 
(Varian Chromosep Guard Column ss 10x2 mm, omvendt fase).  
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Apparatur 
LC-UV-apparaturen er en Agilient 1100 series fra Tyskland (figur 11). 
 
Figur 11. Apparaturoppsett for LC-UV  
Til venstre, ovenfra og ned: fluorescensdetektor, UV-detektor, termostatstyrt kolonneovn, autosampler 
Til høyre, ovenfra og ned: degasser, pumpe 
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Tabell 16. Modeller og leverandører av LC-UV-apparaturen 
LC-UV-apparatur 
Utstyr Modell Leverandør 
Pumpe QuatPump G1311A (#DE43629368) Agilent 1100Series, Ger 
Degasser Degasser G1279A (#JP40720901) Agilent 1100Series, Ger 
Termostatstyrt 
autosampler 
ALS G1329B (#436138186) Agilent 1100Series, Ger 
Termostatstyrt 
kolonneovn 
Colcom G1316A (#DE43642522) Agilent 1100Series, Ger 
UV-detektor VWD G1314A (#JP43825272) Agilent 1100Series, Ger 
Fluorescensdetektor FLD G1321A (#DE43606586) Agilent 1100Series, Ger 
 
Mobilfase 
Første skritt i metodeutviklingen var å finne en mobilfase som ga god, men ikke for god, 
retensjon av analytten(e) på kolonnen, og samtidig god separasjon. Den første bufferen som 
ble prøvd ut som mobilfase A, var 0,02 % maursyre (mobilfase A1, se tabell 6). VCR og VBL 
(IS) ble ikke grunnlinjeseparerte og toppene var brede. Det ble videre forsøkt en mobilfase 
med 10 mM ammoniakk pH-justert til 2,75 med maursyre (se tabell 7). Toppene for VCR og 
IS ble da grunnlinjeseparerte og smalere. I begge tilfeller var mobilfase B 100 % MeOH. 
 
Med utgangspunkt i LC-UV-metoden beskrevet av Dennison et al. [18] ble mobilfase- 
hastigheten satt til 0,3 ml/min. 
 
Gradientprogram  
I tillegg til type buffer er organisk modifikator viktig for separasjon av analyttene. VCR og IS 
eluerer ved omtrent lik konsentrasjon organisk modifikator, det vil si omkring 40 % MeOH. 
For best mulig separasjon av VCR og IS var det derfor nødvendig med slak gradienteluering. 
De kromatografiske betingelsene presentert i artikkelen til Dennison et al. ble brukt som 
utgangspunkt [18]. Det viste seg at best separasjon ble oppnådd med en gradient med stigning 
på ca 0,77 % MeOH per minutt.  
 
For å spare tid ble det utviklet en gradient med relativt bratt stigning før og etter eluering av 
analyttene, mens det i elueringsområdet ble brukt en slak gradient. Det ble videre valgt å 
legge inn en vaskesekvens i gradientprogrammet. Ved gradienteluering er det også viktig for 
reproduserbarheten at kolonnen regenereres mellom hver analyse, og programmet ble derfor 
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avsluttet med isokratisk kolonnegjennomstrømning med utgangskonsentrasjonen på 
gradienten. Tommelfingerregelen ved regenerering er gjennomkjøring av minimum 10 
kolonnevolum med væskefase.  
 
Deteksjon  
Det er koblet en UV-detektor og en fluorescensdetektor til LC-UV-apparaturen (se figur 10). 
Som nevnt i pkt 1.5.3, er det ikke all stoffer som fluorescerer, og dette er også tilfelle for 
VCR. Følgelig ble ikke fluorescensdetektoren benyttet. Deuteriumlampen i UV-detektoren 
var innstilt på å detektere absorbans ved en bølgelengde på 254 nm.  
 
2.4.2 LC-MS 
LC-UV-metoden viste seg å ikke være sensitiv nok for deteksjon av VCR i plasma, og derfor 
ble metoden videreutviklet på LC-MS. Det ble benyttet samme kolonnesystem som på LC-
UV.  
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Apparatur 
Til LC-MS-analyser ble det anvendt en LC-MS 2010A fra Schimadzu, Japan (figur 12). 
 
Figur 12. Apparaturoppsett for LC-MS  
Til venstre, ovenfra og ned: ekstra pumpe (benyttes ikke), systemkontroller  
I midten, ovenfra og ned: UV-detektor (benyttes ikke), pumpe for mobilfase A, pumpe for mobilfase B, svitsj 
(benyttes ikke), autoinjektor   
Til høyre: massespektrometer 
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Tabell 17. Modeller og leverandører av LC-MS-apparaturen 
LC-MS-apparatur 
Utstyr Modell Leverandør 
Systemkontroller SCL-10A VP system controller Schimadzu, Japan 
Degasser DGO-10A degasser Schimadzu, Japan 
Pumpe A LC-10AD VP liquid chromatograph Schimadzu, Japan 
Pumpe B LC-10AD VP liquid chromatograph Schimadzu, Japan 
Svitsj FCV-12AH VP (2 stk) Schimadzu, Japan 
Autoinjektor SIL-10AD VP auto injector Schimadzu, Japan 
Massespektrometer LCMS-2010A liquid chromatograph mass 
spektrometer 
Schimadzu, Japan 
 
 
Mobilfase 
Mobilfasesystemet fra LC-UV ble overført direkte som utgangsmetode for LC-MS-analysen. 
Som vandig buffer (mobilfase A) ble det også her brukt 10 mM ammoniumformiat pH 2,75. 
En ren organisk fase som mobilfase B kan gi volumkompresjon i blandekammeret på LC-
apparaturen. Dette viste seg å bli et faktisk problem i form av bobledannelse og luft på 
kolonnen (ustabil kromatografi). Mobilfase B ble derfor blandet ned til 80 % MeOH med 
mobilfase A for å unngå dette problemet. Gradientprogrammet ble endret tilsvarende for å få 
kromatografiske betingelser som ved LC-UV. 
 
Gradientprogrammer 
På LC-MS er det ikke viktig med separasjon av analyttene, så lenge de har ulikt m/z-forhold, 
som er tilfelle for VCR, M1 og IS. Av den grunn ble mobilfasegradienten endret til å spenne 
over et større område metanolprosent på kortere tid. Et massespektrometer er mer ømfintlig 
mot for høy væskehastighet i forhold til UV-detektoren. For mye mobilfase danner mer 
aerosol enn analysatoren kan ta i mot, samt at prøven blir fortynnet og det blir dårligere 
sensitivitet i deteksjonen. 
 
Deteksjon 
For å detektere i MS må analytten(e) være ionisert. Ionekilden som ble benyttet var en AP-
ESI-modul stilt i positivt ioniseringsmodus. VCR-sulfat og VBL-sulfat har henholdsvis 
molekylvektene 923,0 g/mol og 909,1 g/mol. Egenvekten blir da på 824,9 g/mol for VCR og 
811,0 g/mol for IS (fratrukket 98,1 g/mol for sulfat). Det ble tatt et sveip over et m/z-området 
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fra 350 til 1000 for både VCR og IS for å kartlegge de respektive ionespekter og derav finne 
ionene med sterkest intensitet. 
  
2.5 Prøveopparbeidelse av plasmaprøver 
Analysemetoden som utvikles skal standardiseres og benyttes på pasientprøver fra pasienter 
inkludert i VINCA-studien. Denne studien tar mål av seg å inkludere 100 personer. Det tas 
2x8 plasmaprøver av hver pasient. Totalt medfører dette analyse av 1600 plasmaprøver.Det 
var derfor vesentlig at prøveopparbeidelsen blir så rask og enkel om mulig. Det ble 
innledningsvis vurdert å utvikle en enkel prøveopparbeidelse med proteinfelling 
(plasma+ACN i 1:2-forhold), men for å oppnå tilstrekkelig lav deteksjonsgrense ble rensing 
og oppkonsentrering med fast fase-ekstraksjon valgt. 
  
Flere typer fast fase-kolonner ble undersøkt, med utgangspunkt i publiserte fast fase-
opparbeidelsesmetoder for analyse av VCR i plasma [60-62]. I testingen av ulike metoder ble 
fast fase-kolonner med C2, C18, Strata-X, og Oasis HLB som stasjonærfaser 
(pakkematerialer) undersøkt. Opparbeidelsesprosedyrene som ble publisert i de refererte 
artiklene ble benyttet som utgangspunkt for uttestingen (angitt i tabell 18). Eluatene fra fast 
fase-ekstraksjonene ble dampet inn til tørrhet under nitrogengass, før de ble reløst igjen i et 
mindre volum for å oppnå oppkonsentrering. 
 
Tabell 18. Prosedyrer for fast fase-oppkonsentrering med ulike kolonnematerialer 
Prosess Oasis HLB Strata-X C18 C2 
Kondisjonering 1 ml MeOH 
1 ml H2O 
1 ml MeOH 
1 ml H2O 
1 ml MeOH 
1 ml H2O 
1 ml MeOH 
1 ml H2O 
Prøvepåsetting 1 ml plasma:vann 1:1 1 ml plasma 1 ml plasma 1 ml plasma 
Vask 1 ml 5 % MeOH 1 ml 25 % MeOH 1 ml 25 % MeOH 1 ml 25 % MeOH 
Eluering 1 ml 2 % CH3COOH 
i MeOH 
1 ml 2 % CH3COOH i 
MeOH 
1 ml 2 % CH3COOH i 
MeOH 
1 ml 2 % CH3COOH i 
MeOH 
 
 
Et problem med fast fase-opparbeidelser er at korn, såkalte ’fines’, fra pakkematerialet i 
kolonnen kan følge med eluatet. Ved injisering i kromatografisk apparatur vil disse bli stoppet 
av forkolonnen, som da blir tett. En tett forkolonne skaper trykkproblemer, og ustabil 
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kromatografi. Av denne grunn sentrifugeres alltid reløst eluat på 14000 rpm i 10 minutter, slik 
at eventuelle ’fines’ kan fjernes før injeksjon. 
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3. Resultater og diskusjon 
3.1 Produksjon, isolering og kvantifisering av metabolitten M1 
For å kunne kvantifisere mengden M1 i plasmaprøvene var det behov for å ha tilgang på M1 i 
en kontrollert mengde. M1 var som nevnt ikke kommersielt tilgjengelig og måtte produseres 
preparativt. Under utviklingen av en metabolismemetode for VCR, ble det benyttet 
mikrosomer transfektert med cytokrom CYP3A4 og 3A5, både med og uten ko-uttrykt 
cytokrom b5. I likhet med observasjoner gjort av Dennsion et al. ble det i forsøkene observert 
større dannelse av metabolitt ved inkubasjon av CYP3A5-mikrosomer ko-uttrykt med 
cytokrom b5 [18]. Etter inkubasjon av VCR med CYP3A5+b5-mikrosomer var UV-toppen til 
metabolitten ca. 1,5 ganger høyere. 
 
Produksjon 
Endelig metode for produksjon av M1 fra VCR benyttet insektmikrosomer med CYP3A5 ko-
uttrykt med cytokrom b5, og baserte seg på betingelsene gitt av Dennison et al. [18]. M1 er 
rapportert å være hovedmetabolitten av VCR via CYP3A5 [18, 44]. Ved LC-UV-analyse av 
testinkubatet fra metabolismeforsøk med CYP3A5+b5-mikrosomer ble det observert en topp 
med retensjonstid nærmere 1 minutt før VCR (figur 13). Det ble antatt at denne toppen 
stammet fra M1. 
 
 
VCR 
M1 
 
Figur 13. Vinkristin (VCR) og metabolitten M1 etter inkubering i 1 time av 20 µM VCR med CYP3A5+b5 
ved betingelser beskrevet av Dennison et al. [18] (gradient på 5,0 % MeOH/min) 
 
Ved testinkubasjonen med CYP3A5+b5-mikrosomer, så det ut til at drøyt halvparten av VCR-
mengden ble metabolisert i løpet av en time (figur 13). For produksjon av VCR ble 
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betingelsene oppskalert til 2 ml inkubat, med en konsentrasjon på 20 µM VCR, og en 
inkubasjonstid på 1 time og 15 minutter. Inkubatet ble deretter sentrifugert, supernatanten tatt 
vare på og organisk fase dampet av til et sluttvolum på ca 1,5 ml. Et kromatogram fra en 
testinjeksjon av den oppkonsentrerte metabolismeløsningen på LC-UV viste flere topper enn 
de fra VCR og M1 (figur 14). Det ble derfor trolig dannet andre metabolitter i tillegg til M1, 
men i lavere konsentrasjoner vurdert ut fra størrelsen på UV-toppene. 
 
 
 
VCR 
M1 
 
Figur 14. LC-UV-kromatogram av oppkonsentrert prøveløsning fra metabolismeforsøket med 
CYP3A5+b5-mikrosomer for isolering av M1 (gradient 1,05 % MeOH/min) 
 
Isolering  
Isolering av M1 ble foretatt preparativt ved gjentatte injeksjoner på LC-UV. Som følge av 
oppkonsentreringen etter produksjonen, var det nødvendig å teste analysekolonnens kapasitet 
for å avgjøre om man kunne miste vesentlig mengder analytt under prosedyren. Testen viste 
et tap på nærmere 40 % ved 100 µM VCR og 20 % ved 10 µM VCR. Det ble vurdert som 
akseptabelt for isolering av metabolitten.  
  
For å kunne isolere M1 fra resten av inkubatet var det nødvendig med bedre separasjon enn 
den man ser i figur 13 (gradient med stiging på 5 % MeOH/min). Med utgangspunkt i 
metoden beskrevet av Dennison et al. ble det valgt å benytte en slakere gradient med stigning 
på 1,05 % MeOH/min [18]. Med denne gradienten ble det oppnådd god separasjon av M1 og 
VCR (tM1=16.984 mot tVCR=19,944) (se figur 14), og den ble benyttet til isolering av M1. 
 
I alt 11 aliquoter á 100 µl av den oppkonsentrerte inkubasjonsløsningen ble injisert og 
væskefraksjonen samlet opp i et reagensrør i ca 30 sekunder før og 30 sekunder etter at M1 
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passerte detektoren. Den oppsamlede løsningen ble injisert på LC-UV for å teste renheten, og 
det var ingen tegn til andre detekterbare analytter i løsningen (figur 15).  
 
 
M1 
 
Figur 15. LC-UV-kromatogram av det oppsamlede eluatet med antatt hovedmetabolitt (M1) fra 
metabolisme av VCR  
 
I tillegg til renhetstesting på LC-UV ble det foretatt en tilleggsanalyse på LC-MS. En prøve 
av den oppkonsentrerte metabolittfraksjonen ble injisert uten analysekolonne, mens MS-
detektoren var innstilt på sveipanalyse. Toppen som ble detektert i væskefronten inneholdt et 
massespekter av metabolittløsningen. Det dominerende ionet i spekteret var på m/z=397,3 
(figur 16), som tilsvarer et to-ladet molekylion av M1 etter tap av et vannmolekyl (m/z=793) 
[(M+H)-H2O+2H]2+. MS-spekteret er derfor i tråd med en masse på M1 lik 810 g/mol som er 
observert av Dennison et al. [18]. 
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Figur 16. Massespekter i front av i kromatogrammet ved injeksjon av metabolittløsning på LC-MS uten 
kolonne 
 
Basert på renhetstestingen på LC-UV og LC-MS ser den oppsamlede metabolittløsningen ut 
til primært å inneholde den antatte hovedmetabolitten M1 og i liten grad forurensninger av 
andre stoffer. Metabolittløsning ble til slutt dampet inn til tørrhet og reløst i 1 ml mobilfase A. 
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Kvantifisering 
Etter isolering av M1 ble metabolittmengden i eluatet konsentrasjonsbestemt. Kvantifisering 
av M1 ble foretatt ved bruk av en LC-UV-standardkurve av VCR, da det er vist at 
ekstinksjonskoeffisienten til VCR og M1 ikke er signifikant ulike [18]. Standardkurven av 
VCR ble laget i konsentrasjonsintervallet 1-20 µg/ml (figur 17). Av den oppkonsentrerte 
metabolittløsningen ble 20 µl fortynnet 1:2,5 før injeksjon. 
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Figur 17. Standardkurve av vinkristin (VCR) i konsentrasjonsintervallet 1-20 µg/ml for kvantifisering av 
M1.  
 
Med utgangspunkt i formelen for standardkurven av VCR ble konsentrasjonen av M1 
beregnet å være 1,05 µg/ml, som er relativt langt fra den forventede konsentrasjonen på 
nærmere 16 µg/ml (tilsvarer ca 50 % omsetning av VCR til M1). Det relativt beskjedne 
utbyttet av M1 kan skyldes flere faktorer, inkludert en overskridelse av kolonnens kapasitet. 
Testingen av kolonnekapasiteten indikerer imidlertid ikke at dette kan forklare hele tapet 
alene. Det ble også dannet andre metabolitter enn M1, men ut fra intensiteter på UV-toppene i 
kromatogrammet av den oppkonsentrerte metabolittløsningen (se figur 14) ser det ut til at 
andre metabolitter ble dannet i liten grad sammenliknet med M1. Både VCR og IS er relativt 
ustabile komponenter som må oppbevares i glassbeholder ved -20°C og beskyttet mot lys. Det 
er ikke grunn til å tro at metabolitten er mer stabil enn VCR og IS. Løsningen med M1 stod 
lagret uten aluminiumsfolie ved -20°C i 7 måneder før kvantifiseringen fant sted, og 
gjennomgikk et par runder med tining og frysing i tidsrommet mellom isolering og 
kvantifisering. Det kan dermed hende at en del av metabolitten har dekomponert. 
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Vinkaalkaloidene er trolig ikke godt løselige i vandig fase, og det er også en mulighet for at 
metabolitten ikke ble tilstrekkelig reløst i mobilfase A etter inndamping, men ble sittende fast 
på glasset i kolben (væsken ble overført til en annen beholder etter reløsing). 
 
3.2 LC-UV 
For å detektere M1 i metabolittløsningen ble analysemetoden utviklet på LC-UV, da UV-
detektorer ikke forbruker analytten ved deteksjon. LC-UV ble også brukt for å teste ut et 
mobilfasesystem for analyse av VCR, M1 og VBL (IS). 
  
3.2.1 Metodeutvikling 
Ved analyse på LC-UV er det viktig med grunnlinjeseparasjon av analyttene for nøyaktig 
kvantitativ bestemmelse i prøveløsningen. Som mobilfase A ble det i første omgang forsøkt 
0,02 % maursyre (HCOOC) (se tabell 6, mobilfase A1), men denne ga ikke god nok 
separasjon av VCR og IS (figur 18).  
 
 VCR
IS
 
Figur 18. LC-UV-kromatogram av vinkristin (VCR) og vinblastin (IS) separert med maursyrebuffer som 
mobilfase A 
 
Ved å tilsette 10 mM ammoniakk til bufferen økte retensjonstidene og separasjonen ble bedre 
(figur 19). I utgangspunktet kunne man forventet at ammoniakk (motion ved pH 2,75) ville 
fortrengt eventuelle sekundærinteraksjoner mellom VCR/IS og restsilanolgrupper, og dermed 
gitt raskere eluering og kortere retensjonstid (se punkt 1.5.1). Det er vanskelig å si hvorfor 
retensjonstiden ble lengre ved tilsetting av ammoniumioner til bufferen. 
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 VCR IS 
 
Figur 19. LC-UV-kromatogram av vinkristin (VCR) og IS separert med ammoniumformiatbuffer som 
mobilfase A 
 
Med 10 mM ammoniumformiat som mobilfase A og 100 % MeOH som mobilfase B, ble det 
brukt flere ulike gradienter under metodeutviklingen. Som nevnt i punkt 3.1 ble det valgt en 
gradient med stigning å 1,05 % MeOH per minutt for å separere M1 fra VCR, og dermed 
forenkle fraksjoneringen og gi renere metabolittløsning. Denne gradienten fungerte godt til 
det formålet, men den ga dårlig separasjon av VCR fra IS (figur 20).  
 
 VCR IS 
 
Figur 20. LC-UV-kromatogram av vinkristin (VCR) og IS hvor gradienten øker med 1,05 % MeOH per 
minutt 
 
Videre tester av ulike gradienter viste at for grunnlinjeseparasjon av VCR og IS bør 
gradienten ikke ha brattere stigning enn 0,77 % MeOH per minutt (som ble valgt som gradient 
i den endelige metoden). For å redusere analysetiden ble utgangspunktet til Dennison et al., 
som var en gradient over et større område organisk modifikator, kuttet før og etter eluering av 
analyttene [18]. 
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I tillegg til god separasjon av stoffene må kolonnen vaskes mellom kjøringene for å forhindre 
at komponenter fra plasmaprøver adsorberes til kolonnen, noe som kan gi endring/drift i 
retensjonstid. Det endelige gradientprogrammet inkluderte derfor en vaskeprosess med 80 % 
MeOH i 8 minutter. Kolonnen måtte videre regenereres med minimum 10 kolonnevolumer av 
mobilfase A før ny analyse, tilsvarende 10x0,385ml=3,85ml. Regenereringen ble gjort med 
økt mobilfasehastighet for å spare tid. Til slutt i metoden ble det lagt til et minutt med normal 
hastighet av mobilfase A.  
 
Følgende gradientprogram ble det endelige for analyser på LC-UV (tabell 19):   
Tabell 19. Endelig gradientprogram for LC-UV-analyser 
Gradientprogram benyttet på LC-UV 
Tid Prosent mobilfase A/B Mobilfasehastighet 
0.0 min 80/20   0,3 ml/min 
2.0 min 67/33  0,3 ml/min 
19.0 min 54/46  0,3 ml/min 
19.1 min 20/80  0,3 ml/min 
27.0 min 20/80 0,3 ml/min 
27.1 min 80/20 1,0 ml/min 
31.0 min 80/20 1,0 ml/min 
31.1 min 80/20 0,3 ml/min 
32.0 min 80/20 0,3 ml/min 
 
Den endelige LC-UV-metoden ga god separasjon av de ulike analyttene (figur 21). Den virket 
robust og ga ingen merkbar drift i retensjonstid. 
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M1 
VCR 
IS 
 
Figur 21. Kromatogram av vinkristin (VCR), M1 og IS analysert med endelig gradientprogram for 
analyser på LC-UV (0,77 % MeOH/min) 
 
3.2.2 Deteksjon 
VCR har god UV-absorbans ved en bølgelengde på 254 nm. Laveste detekterbare 
konsentrasjon med signal til støy-forhold >3 var omtrent 1 µM eller 826 ng/ml i injisert 
løsning (figur 22). LC-UV-deteksjon er derfor ikke egnet til analyse av VCR etter 
administrering av terapeutiske doser hos pasienter, selv etter oppkonsentrering av 
plasmaprøver, men passer godt til metabolismestudier. 
  3. Resultater og diskusjon 
 55
 
IS 
IS 
IS 
IS 
VCR 
 VCR 
 VCR 
 
Figur 22. Test av nedre deteksjonsområde for vinkristin (VCR) på LC-UV 
Fra toppen: 1; blank, 2; 1 µM, 3; 5 µM, 4; 10 µM  
 
3.3 LC-MS 
LC-UV viste seg ikke sensitiv nok for deteksjon av VCR i de konsentrasjonsområder som er 
aktuelle i plasma. Derfor ble den videre metodeutviklingen overført til LC-MS, da dette er en 
mer sensitiv deteksjonsmåte. 
3.3.1 Metodeutvikling 
Det benyttes samme mobilfase A på LC-MS som på LC-UV. Mobilfase B ble blandet ned til 
80 % MeOH for å unngå problemet med volumkompresjon i blandekammeret. På LC-UV ble 
det benyttet en mobilfasehastighet på 0,3 ml/min. En LC-MS-detektor er mer ømfintlig for 
høy hastighet på mobilfasen, noe som kan medføre mye aerosol og mindre sensitiv deteksjon. 
Det viste seg at ved å redusere mobilfasehastigheten fra 0,3 ml/min til 0,15 ml/min økte 
sensitiviteten med en faktor på 120 (figur 23). Å redusere hastigheten ytterligere til 0,1 
ml/min reduserte sensitiviteten med en faktor på 5, trolig på grunn av båndspredning på 
kolonnen. Derfor ble det valgt å sette mobilfasehastigheten til 0,15 ml/min i den endelige LC-
MS-metoden. Mobilfasehastigheten under regenereringen ble også halvert i forhold til LC-
UV-metoden, fra 1,0 ml/min til 0,5 ml/min. Lengden på regenereringen ble økt tilsvarende. 
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Figur 23. Mobilfasehastighetens innvirkning på MS-sensitiviteten   
Fra toppen: 1; 1 ng/ml, 0,15 ml/min, 2; 1 ng/ml, 0,1 ml/min, 3; 5 ng/ml, 0,3 ml/min 
 
På LC-MS er det behov for grunnlinjeseparasjon av analyttene, da disse kan skilles fra 
hverandre så lenge m/z-forholdet er ulikt. For å dra nytte av dette ble analysetiden forkortet 
med en tredjedel (10 minutter) ved å benytte en brattere gradient enn ved LC-UV. Den nye 
gradienten spente seg fra 10 til 80 % MeOH over 7 min (10 % MeOH/min) (figur 24). Denne 
tidsbesparelsen vil være nyttig ved analyser av flere prøveserier fra mange pasienter, slik som 
tilfellet er i VINCA-studien. 
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Figur 24. LC-MS-kromatogram med ny mobilfasegradient på 10 % MeOH/min 
 
Det endelige gradientprogrammet for analyser på LC-MS er angitt i tabell 20. 
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Tabell 20. Gradientprogrammet beregnet for analyser på LC-MS 
Gradientprogram for LC-MS 
Tid Prosent mobilfase A/B Mobilfasehastighet 
0.0 min 88/12  0,15 ml/min 
7.0 min 0/100 0,15 ml/min 
9.0 min 0/100  0,15 ml/min 
9.5 min 88/12  0,15 ml/min 
13.0 min 88/12  0,15 ml/min 
13.1 min 88/12  0,5 ml/min 
20.0 min 88/12  0,5 ml/min 
20.1 min 88/12  0,15 ml/min 
21.0 min 88/12  0,15 ml/min 
 
3.3.2 Deteksjon 
Som nevnt ble det benyttet såkalt selektiv ionemonitorering (SIM) ved deteksjon av VCR. 
SIM er en mer sensitiv deteksjonsmåte enn sveipmonitorering. For å bekrefte hvilke m/z-
forhold som var dominerende for VCR og IS, ble det injisert et lite prøvevolum for 
henholdsvis VCR og IS uten kolonne med detektoren stilt inn på sveip (figur 25 og 26). 
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Figur 25. Vinkristin (VCR) injisert på LC-MS uten kolonne med MS-detektoren innstilt på sveip 
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Figur 26. Vinblastin (IS) injisert på LC-MS uten kolonne med MS-detektoren innstilt på sveip 
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De dominerende masseionene var henholdsvis 413,3 for VCR og 406,2 for IS, noe som tyder 
på at både VCR og IS er to-ladede i MS-detektoren. En m/z-verdi på 413,3 tilsvarer et to-ladet 
molekylion av VCR ([M+2H]2+) med en molekylvekt på 826,6 g/mol. For IS tilsvarer m/z-
verdien 406,2 et to-ladet molekylion med en molekylvekt på 812,4 g/mol. Molekylvektene for 
de to-ladede ionene av VCR og IS stemmer godt overens med egenvekten på henholdsvis 
824,9 g/mol og 811,0 g/mol. De en-ladede molekylionene av VCR viste seg å bidra minimalt 
til massespektrene (figur 25 og 26). 
  
Både VCR- og VBL-sulfat gir svakt sure løsninger i vann (pH rundt 3,5-5). Likevel ble VCR 
og IS detektert ved elektrospray-ionisasjon inntilt på positiv mode, noe som tyder på at 
molekylene er protonerte ved pH 2,75. Det er mulig at VCR og IS har egenskaper som 
zwitterioner, men at den negative ladningen blir undertrykt i ionekilden ved positiv mode. 
Hvis analyttene faktisk foreligger som zwitterioner i mobilfasen, kan imidlertid et bytte til 
kjemisk ionisasjon (AP-CI) være et tiltak for å bedre sensitiviteten i MS-detektoren.  
 
VCR forekommer i lave konsentrasjoner i plasma, og det er viktig å oppnå så god sensitivitet 
på analysemetoden at konsentrasjoner i plasma ned mot 0,1 ng/ml kan detekteres (se punkt 
2.4). LC-MS-analysene ble foretatt på et Schimadzu 2010A-massespektrometer, som benytter 
kvadrupoldeteksjon. For å teste nedre deteksjonsområde ble en fortynningsrekke ned til 1 nM 
(0,8 ng/ml) analysert. Den siste konsentrasjonen som ga avlesbart signal var 0,01 µM (8,3 
ng/ml) med et signal til støy-forhold på ca 6 (figur 27).  
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Figur 27. Test på nedre deteksjonsområde ved LC-MS-analyse (Schimadzu 2010A) 
Fra toppen: 1; 0,001 µM (0,8 ng/ml), 2; 0,01 µM (8,3 ng/ml), 3; 0,1 µM (83 ng/ml) 
 
En nedre deteksjonsgrense på 10 nM (tilsvarende 8,3 ng/ml) er ikke lavt nok for deteksjon av 
VCR i pasientprøvene. Det er imidlertid fullt mulig å oppkonsentrere plasmaprøver med en 
faktor 10 til 15 ved fast fase-konsentrasjon. Da vil man kunne detektere VCR i de fleste 
plasmaprøvene med den utviklede LC-MS-metoden.  
 
3.4 Prøveopparbeidelse av plasmaprøver 
Siden MS-detektoren ikke klarte å detektere VCR i det forventede konsentrasjonsområdet i 
plasma, var det nødvendig med en prosedyre for oppkonsentrering av plasmaprøvene. Dette 
ble gjort ved fast fase-ekstraksjon.  
3.4.1 Metodeutvikling 
Med utgangspunkt i publiserte artikler [60-62] ble fire ulike kolonnematerialer testet; C2, 
C18, Oasis HLB og Strata-X. Det ble som utgangspunkt benyttet samme metode for de ulike 
kolonnene som angitt i artiklene [60-62].  
 
Oasis HLB-kolonnene renset plasmaprøvene godt. Kromatogrammene ble rene og hadde lite 
støy i væskefronten. Det viste seg imidlertid at Oasis HLB-kolonnene slapp et molekyl under 
eluering med samme m/z-forhold som VCR. Dette molekylet eluerte i samme område som 
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retensjonstiden til VCR og kunne teoretisk sett interferere med analysene av VCR i plasma 
(figur 28). Oasis HLB ble derfor forkastet.  
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Figur 28. LC-MS-kromatogram fra prøver ekstrahert med Oasis HLB-kolonne  
Fra toppen: 1; vannprøve, 2; plasmaprøve  
 
Strata-X-kolonnene, med liknende egenskaper som Oasis HLB, ga også rene 
kromatogrammer etter opparbeidelse av plasmaprøver. Men med disse fast fase-kolonnene 
oppstod det problemer med at småpartikler fra kolonnematerialet (’fines’) slapp kolonnen ved 
eluering, og ble injisert med prøven. Dette resulterte i tett forkolonne. Sentrifugering av 
prøveløsningen på 14000 rpm etter inndamping og reløsing var ikke tilstrekkelig for å 
sedimentere partiklene. Injeksjon av prøver opparbeidet med Strata-X-kolonnene tettet 
forkolonnen og ga ustabil kromatografi i form av ustabile retensjonstider (figur 29). Strata-X-
kolonnene ble derfor også forkastet.  
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Figur 29. LC-MS-kromatogrammer av gjentatte injeksjoner av plasmaprøve spiket med vinkristin (VCR) 
og IS opprenset med Strata-X-kolonner 
 
På grunn av problemer med ’fines’ og trykkproblemer ble det bestemt at ved videre utviking 
av opparbeidelsesmetode for plasma å sentrifugere eluatet på 14000 rpm i 10 minutter før 
inndamping i tillegg til sentrifugering etter reløsing.  
 
Ved ekstraksjon av prøver med C2-og C18-kolonner oppstod det ikke problemer med 
forurensingstopper eller tette forkolonner. Begge viste god gjenfinningsgrad av VCR (50 
ng/ml), men noe høyere gjenfinningsgrad ble observert på C18-kolonner. C18-kolonnene ble 
testet til å ha en gjenfinningsgrad på 79 % (gjennomsnitt av to paralleller). Testingen ble 
utført med ren plasma spiket med 50 ng/ml VCR før og etter ekstraksjon på C18 (figur 30).  
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Figur 30. LC-MS-kromatogram ved test av gjenfinning på C18-kolonner  
1; ren plasma spiket med 50 ng/ml VCR før ekstraksjon, 2; ren plasma spiket med 50 ng/ml VCR etter 
ekstraksjon  
 
Gjenfinningsgraden av VCR på C18-kolonner i spikede plasmaprøver var god ved 50 ng/ml. 
Vanligvis øker graden av gjenvinning ved lavere konsentrasjoner, men det så ikke ut til å 
være tilfelle med VCR. I plasmaprøver spiket med 2 ng/ml var gjenfinningsgraden av VCR i 
prinsippet lik null. Det ble initiert flere tester for å løse problemet. Disse testene ble foretatt på 
vandige standarder for å utelukke eventuelle interferenser fra plasma.  
 
Prosedyren hittil hadde vært å reløse inndampet eluat i mobilfase A. Det viste seg at 
løseligheten av VCR økte ved å tilsette organisk modifikator til reløsingsvæsken. 40 % 
MeOH i mobilfase A ga høyere gjenvinning enn henholdsvis 0 % og 20 % tilsatt MeOH 
(figur 31). 
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Figur 31. Betydning av metanolkonsentrasjonen (% MeOH) for reløsing av VCR 
 
Den lave graden av gjenvinning kunne også skyldes for god retensjon på C18-kolonnene, og 
det ble derfor testet ut om tilsetning av aminer til elueringsvæska økte gjenvinningsgraden. 1 
% NH3 i MeOH og 5 % CH5N i MeOH ble testet ut i forhold til 0,02 % CH3COOH i MeOH. 
Begge aminene ga tilsynelatende bedre gjenvinningsgrad enn eddiksyra. En pH-test viste at 
tilsetning av metylamin endret pH i reløst eluat til 4, mens det tilsvarende ble pH 3 ved 
tilsetning av ammoniakk til MeOH. pH på 3 er mer forlikelig med mobilfase A, følgelig ble 1 
% NH3 i MeOH valgt som elueringsvæske.  
 
Den foreløpige prosedyren for fast fase-ekstraksjon av VCR på C18-kolonner gjengitt i tabell 
21. I tillegg til uttesting av eluerings- og reløsingsvæske bør eventuelt signalsuppresjon ved 
LC-MS-analyse av ekstraherte plasmaprøver testes ut som mulig årsak til dårlig gjenfinning 
ved lave VCR-konsentrasjoner. 
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Tabell 21. Foreløpig prosedyre for fast fase-ekstraksjon av VCR fra plasma 
Prosedyre for fast fase-ekstraksjon på C18-kolonne 
Kondisjonering 1 ml MeOH 
1 ml H2O 
Prøvepåsetting 1 ml plasmaprøve 
Vask 1 ml 25 % MeOH 
Eluering 1 ml 1 % NH3 i MeOH 
Sentrifuger på 14000 rpm i 10 minutter 
Damp inn under N2 til tørrhet 
Reløs i 150 µl 40 % MeOH 
Vortexmiks på maks styrke i 1 minutt 
Sentrifuger på 14000 rpm i 10 minutter 
Ta av 120 µl til vial (meget rolig, pass på å ikke suge opp fra bunnen) 
 
3.5 Videre utfordringer 
Da utbyttet av metabolitten M1 ble såpass lite etter metabolismeforsøket med CYP3A5+b5-
mikrosomer, bør dette gjentas for å ha en større mengde M1 å jobbe med videre i metode-
utviklingen og valideringen. Det bør da gjøres noen endringer for å oppnå bedre utbytte: i) 
Metabolittløsningen bør lagres innpakket i aluminiumsfolie, og gjennomgå færrest mulig 
fryse/tine-sykluser. ii) M1 er trolig uladet etter inndamping, og muligens lite løselig i 
mobilfase A. Derfor bør organisk modifikator (MeOH) tilsettes i for eksempel 40 % ved 
reløsing av M1.  
 
Deteksjonsgrense ved LC-MS-metoden er tilfredstillende. For å oppnå lavere deteksjons-
grense kan det imidlertid være verdt å teste ut kjemisk ionisering, som er vist å gi en nedre 
deteksjonsgrense på ca 0,1 ng/ml etter fast fase-opparbeidelse [61]. AP-CI-teknikken har også 
mindre problemer med signalsuppresjon, noe som kan være en fordel ved ekstraksjon av 
plasmaprøvene.  
 
Gjenfinningsgraden av VCR i plasma var dårlig ved lav plasmakonsentrasjon. Det må testes 
om det skjer en signalsuppresjon ved retensjonstiden til VCR. Dersom dette er tilfelle er det 
flere måter å løse problemstillingen på. En mulighet er å benytte postkolonneinfusjon [54]. 
Bedre rensing av plasmakomponenter i fast fase-ekstraksjonen ved å øke andelen organisk 
modifikator i vasketrinnet, kan også være en mulighet.
4. Oppsummering og konklusjon 
  
 
4. Oppsummering og konklusjon  
Det ble utviklet en LC-UV-metode for isolering og kvantifiserning av den antatte 
hovedmetabolitten M1, som ble dannet ved inkubasjon av VCR med CYP-transfekterte 
insektsmikrosomer. VCR ble metabolisert i større grad via CYP3A5 enn CYP3A4, og ko-
uttrykking av cytokrom b5 ga økt dannelse av M1. M1 ble isolert som renstoff ved preparativ 
LC-UV-analyse, men utbyttet var vesentlig lavere enn forventet. Et nytt produksjonsforsøk 
med modifisert prosedyre bør gjøres for å få større mengder M1 til det videre arbeidet. 
  
LC-UV-metoden som ble benyttet til isolering av M1 fra metabolismeforsøk med VCR var 
ikke sensitiv nok for de konsentrasjoner som er forventet å finne i plasma etter administrasjon 
av VCR i terapeutiske doser. En LC-MS-metode med elektrospray-ionisasjon i positivt mode 
og selektiv ionemonitorering (SIM) ble videreutviklet for å oppnå bedre sensitivitet. 
Deteksjonsgrensen til den utviklede LC-MS-metoden var ikke tilstrekkelig for analyse av 
plasmaprøver uten oppkonsentrering. En prosedyre for oppkonsentrering av plasmaprøver ved 
fast fase-ekstraksjon på C18-kolonner ble derfor utarbeidet. Gjenfinningsgraden ved lave 
VCR-konsentrasjoner viste seg å være svært dårlig. Dette kan skyldes signalsuppresjon fra 
plasmakomponenter. Selv om den utviklede LC-MS-metoden antas å gi god nok deteksjon 
med fast fase-oppkonsetrering, bør ytterligere uttesting gjennomføres før analysemetoden kan 
valideres og anvendes på prøvene fra VINCA-studien. 
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